Ricerca di nuovi target terapeutici nel carcinoma corticosurrenalico e studio dei meccanismi di azione del farmaco mitotane by Poli, Giada
  
Anno Accademico 2011/2013 
 
 





Prof. Persio Dello Sbarba 
 
“RICERCA DI NUOVI TARGET 
TERAPEUTICI NEL CARCINOMA 
CORTICOSURRENALICO E STUDIO DEI 






Prof. Gianni Forti 
TUTORE: 




Dr.ssa Giada Poli 
 
Dipartimento di Scienze 
Biomediche,  
Sperimentali e Cliniche 
 
Unità di Endocrinologia 
 



















INTRODUZIONE ............................................................................................................... 1 
1. Le ghiandole surrenali........................................................................................ 1 
2. Il carcinoma corticosurrenalico ........................................................................ 6 
2.1. Epidemiologia ............................................................................................. 7 
2.2. Presentazione clinica .................................................................................. 8 
2.3. Classificazione e stadiazione ..................................................................... 9 
2.4. Prognosi ..................................................................................................... 11 
2.5. Approcci terapeutici ................................................................................. 12 
2.6. Aspetti genetici del carcinoma corticosurrenalico ................................ 20 
2.7. Modelli cellulari ....................................................................................... 48 
2.8. Mitocondri e Cancro ................................................................................ 50 
2.9. Proteomica e caratterizzazione di biomarcatori tumorali .................... 52 
SCOPO DELLA TESI......................................................................................................... 56 
MATERIALI E METODI ................................................................................................... 57 
1. Casistica ............................................................................................................. 57 
2. Estrazione, purificazione e determinazione del contenuto proteico ............ 58 
3. DIGE (Differential In-Gel Electrophoresis) .................................................... 59 
4. Identificazione delle proteine mediante NanoLC-nanoESI-MS/MS ............ 60 
5. SDS-PAGE .......................................................................................................... 62 
6. Western Blot ...................................................................................................... 63 
7. Classificazione funzionale delle proteine e analisi delle vie di 
segnalazione… .................................................................................................................. 64 





9. Analisi statistica ................................................................................................ 65 
10. Materiali ............................................................................................................ 66 
11. Colture cellulari ................................................................................................ 66 
12. Misurazione in hplc (high performance liquid chromatography) dei livelli 
intracellulari di DDD e DDE ............................................................................................ 66 
13. Valutazione della proliferazione cellulare delle H295R ............................... 67 
13.1. Saggio MTS................................................................................................ 67 
13.2. Conta Cellulare ......................................................................................... 68 
13.3. Incorporazione di [3H] timidina .............................................................. 68 
14. Microscopia elettronica a trasmissione e morfometria mitocondriale ........ 69 
15. Valutazione dell’apoptosi mediante analisi citofluorimetrica con strumento 
muse…………….. ............................................................................................................. 69 
16. Preparazione della frazione mitocondriale .................................................... 70 
17. Analisi del consumo di ossigeno ...................................................................... 70 
18. Valutazione del potenziale di membrana mitocondriale .............................. 70 
19. Western Blot ...................................................................................................... 71 
20. Analisi statistica ................................................................................................ 71 
RISULTATI........................................................................................................................ 72 
1. Analisi proteomica mediante 2D-DIGE per l’identificazione di nuovi 
potenziali target terapeutici per il carcinoma corticosurrenalico ................................ 72 
1.1. Profilo proteomico differenziale tra ACC e surrene sana ..................... 72 
1.2. Analisi DIA ................................................................................................ 73 
1.3. Analisi BVA ............................................................................................... 74 





1.5. Classificazione funzionale delle proteine identificate e analisi delle 
correlazioni biologiche ................................................................................................. 79 
1.6. Validazione delle proteine differenzialmente espresse in Western Blot 
ed immunoistochimica ................................................................................................. 80 
2. Effetti morfofunzionali del Mitotane sui mitocondri delle cellule tumorali 
umane della corteccia surrenalica ................................................................................... 83 
2.1. Il mitotane si accumula nelle H295R in maniera correlata alla dose 
somministrata ................................................................................................................ 83 
2.2. Il mitotane riduce la vitalità e la proliferazione cellulare delle H295R 
in maniera dose- e tempo-dipendente ........................................................................ 84 
2.3. L’effetto del mitotane è specifico per le cellule surrenali ..................... 88 
2.4. Il mitotane induce la morte per apoptosi nelle H295R ......................... 89 
2.5. Il mitotane induce un’ alterazione morfologica a livello dei mitocondri 
nelle H295R in maniera dose- e tempo-dipendente .................................................. 92 
2.6. Il mitotane induce alterazioni quantitative morfometriche a livello dei 
mitocondri delle H295R ............................................................................................... 94 
2.7. Il trattamento con mitotane determina una perturbazione del 
potenziale di membrana mitocondriale nelle H295R ................................................ 96 
2.8. Il trattamento con mitotane determina una diminuzione del consumo 
di ossigeno nei mitocondri isolati dalle cellule H295R.............................................. 98 
2.9. Il mitotane svolge la sua azione sugli enzimi della catena 
respiratoria,su proteine strutturali di membrana dei mitocondri e sull’attività delle 
caspasi nelle H295R ...................................................................................................... 99 
DISCUSSIONE................................................................................................................ 102 
BIBLIOGRAFIA ............................................................................................................... 112 


















1. Le ghiandole surrenali 
L’importanza delle ghiandole surrenali come organi endocrini e il ruolo degli 
ormoni surrenalici nella fisiologia e nelle patologie sono stati riconosciuti da oltre 
un secolo (Addison T, 1868; Oliver G et al., 1895); di fatto la storia 
dell’endocrinologia del surrene quasi coincide con lo studio dell’endocrinologia 
stessa. Le ghiandole surrenali sono due organi endocrini multifunzionali posti ai 
lati della colonna vertebrale, a contatto con il polo superiore dei reni, che 
producono e secernono ormoni coinvolti nella regolazione di numerosi processi 
fisiologici essenziali, quali la regolazione dei livelli ematici di glucosio, il ricambio 
delle proteine, il metabolismo dei lipidi, il mantenimento dell'equilibrio 
idroelettrolitico dell'organismo e del tono cardiovascolare, la modulazione delle 
risposte tissutali a danni o infezioni, l'adattamento allo stress. La regolazione 
della sintesi degli ormoni surrenalici dipende da determinate caratteristiche delle 
ghiandole surrenali, tra le quali l'architettura, l'apparato enzimatico delle singole 
cellule e l'apporto ematico.  
 
Figura 1: Anatomia delle ghiandole surrenali Nell’immagine sono schematizzati l’afflusso arterioso, il drenaggio 





Quest'ultimo deriva dalle arterie surrenali superiore, media ed inferiore, i cui 
rami si organizzano a formare una rete capillare che consente al sangue di 
diffondere dalla corticale, più esterna, verso l'area centrale, seguendo una 
direzione tale da controllare l'accesso degli steroidi ormonali al circolo e di 
concentrarli centralmente, con conseguente modulazione delle attività degli 
enzimi coinvolti nella sintesi di ormoni steroidei e catecolamine. Il drenaggio 
venoso delle ghiandole surrenali avviene attraverso la vena surrenale centrale, 
che sbocca a destra nella vena cava inferiore e a sinistra nella vena renale 
(Molina P.E., 2004).Sono organi pari e asimmetrici, di piccole dimensioni (con 
parametri variabili in relazione a caratteristiche quali sesso, età e condizioni 
fisiologiche), localizzati in posizione retroperitoneale, che presentano una forma 
irregolarmente piramidale con base inferiore: la ghiandola posta a destra ricorda 
un cappello frigio, mentre quella di sinistra ha un aspetto semilunare (Balboni 
GC et al., 1990). Ciascuna ghiandola surrenale si suddivide in due zone 
principali, la corticale e la midollare (Fig.2): la prima, più esterna, rappresenta 
circa il 90% del peso della surrene ed è responsabile della sintesi degli ormoni 
steroidei surrenalici, quali glucocorticoidi, mineralcorticoidi e androgeni; la 
seconda, più interna, costituisce il restante 10% della massa della ghiandola e 
sintetizza le catecolamine, adrenalina e noradrenalina, in risposta ad una 
stimolazione simpatica diretta.  
 
Figura 2: Suddivisione in zone della ghiandola surrenalica 
Corticale e midollare hanno una diversa origine embriologica: la prima deriva 
dal mesoderma mentre la seconda dal neuro ectoderma. La porzione corticale 
compare intorno alla quarta settimana di gestazione come ispessimento 





quest'ultimo, attraverso un processo di iperplasia cellulare, si ha l'accrescimento 
della ghiandola e la formazione di due distinte porzioni, la zona fetale, più 
interna, dotata di attività steroidogenica e responsabile dell'accrescimento 
dell'intera ghiandola, che regredisce e scompare dopo la nascita, e la zona 
definitiva (o adulta), più esterna, funzionalmente quiescente fino alle fasi finali 
della gestazione, che andrà a costituire la porzione corticale permanente 
(Mesiano S, Jaffe RB, 1997). La midollare, invece, si forma tra il primo ed il 
secondo trimestre di gravidanza a partire da cellule che originano dalle creste 
neurali (tessuto neuroectodermico) e che progressivamente migrano attraverso la 
corticale fetale e differenziano in cellule cromaffini (Crowder R, 1957) (Keene M, 
Hewer E,1927). 
La corticale della surrene è composta da tre zone principali (Fig.2) che si 
differenziano per l’ aspetto morfologico e per tipo di ormoni steroidei prodotti. 
Possiamo distinguere, andando dalla capsula verso la midollare, una zona 
glomerulare ( che occupa il 15% della massa ), una zona fascicolata ( la più 
estesa, che occupa il 75% ) e una zona reticolare ( 10% ). 
la zona glomerulare è costituita da uno spessore di poche cellule contenenti 
abbondante reticolo endoplasmatico liscio, che producono, per lo più sotto 
stimolazione del sistema renina-angiotensina, il principale mineralcorticoide, 
l'aldosterone, che interviene nella regolazione dell'omeostasi idrosalina mediante 
un'azione di induzione del riassorbimento di ioni Na+ e di inibizione di quello di 
ioni K+ a livello dei tubuli renali; 
la zona fascicolata, la più ampia, è costituita da cellule organizzate in 
colonne e ricche di gocce lipidiche, che sintetizzano i glucocorticoidi, cortisolo e 
corticosterone, coinvolti nella regolazione del metabolismo di carboidrati e 
proteine (azione iperglicemizzante) e nell'adattamento allo stress (azione anti-
flogistica ed anti-allergica); la secrezione del cortisolo è sotto il controllo diretto 
dell'ormone ipofisario ACTH (Adrenocorticotropic Hormone), regolato a sua volta 
dal rilascio dell'ormone CRH (Corticotropin Releasing Hormone) da parte  
dell'ipotalamo, entrambi controllati da un meccanismo di feedback negativo da 
parte dello stesso cortisolo; 
la zona reticolare, la più interna, a contatto con la midollare della surrene, è 
composta da una rete di cellule interconnesse che producono, sotto il controllo 
di ACTH ed LH (Luteinizing Hormone), gli ormoni androgeni DHEA 





contribuiscono a determinare e mantenere i caratteri sessuali secondari (Balboni 
GC et al., 1990). 
Tutti gli ormoni steroidei prodotti dalla corticale surrenalica vengono 
sintetizzati a partire dal colesterolo, che può derivare dalla membrana 
plasmatica o dal deposito citoplasmatico steroidogenico (Fig.3).  
 





La tappa iniziale della sintesi di glicocorticoidi e mineralcorticoidi avviene 
all’interno dei mitocondri, dove il colesterolo che è stato trasferito per mezzo 
della proteina StAR (Steroid Acute Regulatory protein), viene convertito in 
pregnenolone da parte di un enzima appartenente alla famiglia del citocromo 
P450, l'enzima di clivaggio della catena laterale (CYP11A1), presente a livello 
della membrana mitocondriale interna di tutte le cellule steroidogeniche. Il 
pregnenolone viene quindi trasferito nel reticolo endoplasmatico liscio 
microsomiale, dove può essere convertito in progesterone, dalla 3β-
idrossisteroido deidrogenasi (3β-HSD), o in 17α-idrossipregnenolone, dalla 17α-
idrossilasi, come accade nelle cellule della zona fascicolata e reticolare: il 
progesterone viene quindi convertito dalla 21β-idrossilasi in 11-
deossicorticosterone, che viene a sua volta trasformato in corticosterone dalla 
11β-idrossilasi; il 17α-idrossipregnenolone viene invece convertito in 17α-
idrossiprogesterone dalla 3β-HSD. L’ultima tappa della sintesi dei glucocorticoidi 
avviene nuovamente nel mitocondrio, e prevede la formazione di cortisolo da 
parte dell’enzima 11β-idrossilasi a partire dall’11-deossicortisolo, derivante a sua 
volta da una idrossilazione del 17α-idrossiprogesterone. Sia il 17α-
idrossipregnenolone che il 17α-idrossiprogesterone possono essere convertiti 
dalla 17,20-liasi rispettivamente in deidroepiandrosterone (DHEA) ed 
androstenedione. Nelle cellule della zona glomerulare sono assenti sia l'attività 
17α-idrossilasica, per cui il pregnenolone può essere convertito solo in 
progesterone, sia l'attività 11β-idrossilasica; tuttavia, la produzione di 
corticosterone avviene ugualmente grazie alla presenza di un altro enzima, 
l'aldosterone sintetasi, che catalizza tutte le reazioni necessarie alla produzione 
di aldosterone. 
La midollare della surrene costituisce la porzione centrale della ghiandola 
ed è formata da cellule più grandi rispetto a quelle corticali, i feocromociti, 
cellule cromaffini disposte a rete che producono le catecolamine come risposta 
allo stress, indotto da un insulto fisico o psicologico, sotto stimolazione nervosa 
mediata dall'acetilcolina e attraverso l'interazione con i recettori adrenergici, di 
tipo sia α che β. Essendo questa una risposta di tipo "fight or flight", gli effetti 
fisiologici comprendono: attivazione, allerta, dilatazione delle pupille, 
piloerezione, sudorazione, broncodilatazione, tachicardia, vasocostrizione 
periferica, aumento delle resistenze vascolari, inibizione dell'attività della 
muscolatura liscia del tratto gastrointestinale, contrazione degli sfinteri, rilascio 
della muscolatura liscia uterina. La maggior parte di questi eventi richiede 





muscolo e tessuto adiposo attraverso l’ induzione, mediata dalle catecolamine 
stesse, dei processi di glicogeno- e lipo-lisi. Le catecolamine che vengono 
prodotte sono adrenalina e noradrenalina: la prima deriva dalla metilazione della 
noradrenalina e rappresenta l’80% delle catecolamine prodotte dalla midollare; 
sono sintetizzate a partire dalla tirosina, che viene attivamente trasportata nelle 
cellule e sottoposta ad una serie di reazioni enzimatiche: la prima di queste è 
rappresentata dalla sua idrossilazione ad L-diidrossifenilalanina (L-DOPA) ad 
opera dell'enzima tirosina idrossilasi, la cui attività è regolata da un meccanismo 
di feed-back negativo da parte della noradrenalina; la reazione seguente prevede 
la decarbossilazione della L-DOPA a dopamina da parte della DOPA 
decarbossilasi, che utilizza il piridossal-fosfato come cofattore. La dopamina così 
formata viene inclusa in vescicole secretorie, all'interno delle quali l'enzima 
dopamina-β-idrossilasi idrossila la dopamina a noradrenalina utilizzando la 
vitamina C come cofattore; infine, la noradrenalina, rilasciata nel citoplasma 
attraverso un meccanismo di esocitosi, viene convertita dalla feniletanolamina-
N-metiltransferasi ad adrenalina, che viene trasportata nuovamente nelle 
vescicole mediante trasporto attivo ATP-mediato. In seguito a stimolazione 
simpatica mediata dall'acetilcolina si ottiene la secrezione delle catecolamine; in 
particolare,  il neurotrasmettitore interagisce con i recettori nicotinici colinergici 
espressi dalla membrana plasmatica delle cellule cromaffini e induce la 
depolarizzazione di queste cellule, con conseguente attivazione dei canali Ca2+ 
voltaggio-dipendenti: l'influsso di calcio che ne deriva determina l'esocitosi delle 
vescicole secretorie, che rilasciano il proprio contenuto (catecolamine, 
cromogranine, ATP, adrenomedullina, prodotti proopiomelanocortinici) nello 
spazio interstiziale, da dove, attraverso il circolo sanguigno, raggiungono i loro 
organi bersaglio; a livello degli specifici distretti vengono, quindi, metabolizzate 
dalle monoaminossidasi (MAO) e dalle catecol-O-metiltransferasi (COMT) (Molina 
PE, 2004). 
2. Il carcinoma corticosurrenalico 
 
I tumori della corteccia surrenalica (ACT) sono costituiti per la maggior parte 
da adenomi benigni, mentre il carcinoma primario della corteccia surrenalica 
(ACC) è un tumore raro ma altamente aggressivo di derivazione epiteliale ( De 
Lellis RA et al., 2004), che rappresenta lo 0,2% di tutti i tipi di tumore ( Zini L et 
al., 2011). La sua rarità è il principale fattore limitante per lo studio dei 





benché negli ultimi 20 anni siano stati fatti progressi nella conoscenza delle basi 
molecolari di questo tipo di tumore, una chiara comprensione di questa 
patologia rimane ancora scarsa. La gestione dei pazienti fa inoltre riferimento per 
la maggior parte a trials clinici retrospettivi, perciò risulta di fondamentale 
importanza un approccio di tipo multidisciplinare e multicentrico per 
incrementare e migliorare la conoscenza di questo tipo di tumore e sviluppare 
terapie più mirate.   
2.1. Epidemiologia 
I tumori surrenalici sono piuttosto comuni, dal momento che colpiscono dal 3 al 
10% della popolazione, e sono costituiti  per la maggior parte da piccoli adenomi 
benigni non funzionanti (ACA) (Mansmann G et al., 2004); si presentano secondo 
tre diverse modalità: incidentaloma, definito come una massa surrenale 
imprevista scoperta per un’ indagine di imaging eseguita per altri motivi (Berland 
LL et al., 2010), sindrome ormonale come la Sindrome di Cushing o sindrome da 
eccesso di androgeni, e sindrome tumorale (Groussin L et al., 2007).  
L’ACC è invece un tumore solido raro (Wajchenberg BL et al., 2000; Kebebew 
E et al., 2006) che costituisce meno del 5% di tutti gli incidentalomi surrenalici, 
con una prevalenza di 1-2 casi l’anno per milione di persone (Kebebew E et al., 
2006; Vaughan Jr ED, 2004; Roman S, 2006; Koschker AC et al., 2006). Ha una 
distribuzione bimodale, caratterizzata da un’incidenza relativamente alta nei 
bambini con età inferiore ai 5 anni e negli adulti tra la quarta e la quinta decade 
di vita, ma può comunque presentarsi a qualsiasi età; negli adulti l’età media 
alla diagnosi è di 45 anni (Wajchenberg BL et al., 2000). Le donne sono colpite 
più frequentemente rispetto agli uomini, con un rapporto di 1,5:1 (Wajchenberg 
BL et al., 2000; Roman S, 2006; Dackiw AP et al., 2001) e sviluppano con 
maggior probabilità tumori funzionanti. In età pediatrica questo tipo di tumore è 
generalmente più raro (0,3-0,4 casi per milione all’anno) (Wieneke JA et al., 
2003), fatta eccezione per il Sud del Brasile, dove l’incidenza sale a 2,9-4,2 casi 
per milione l’anno (Pianovski MA et al., 2006); ciò è stato attribuito 
principalmente all’alta prevalenza di una mutazione germinale descritta a livello 
della sequenza genica codificante l’oncosoppressore p53 (TP53 R337H) 
(Latronico AC et al., 2001; Ribeiro RC et al., 2001; Seidinger AL et al., 2011; 





2.2. Presentazione clinica 
I pazienti con ACC solo raramente presentano i classici sintomi correlati alla 
presenza di un tumore, come la cachessia o la sudorazione notturna (Allolio B et 
al., 2006; Luton JP et al., 1990). Ci sono tre principali scenari clinici in cui si 
configurano i pazienti con ACC: dal 40 al 60% dei pazienti presenta tumori 
secernenti e di conseguenza manifesta segni e sintomi tipici dell’eccesso di 
ormoni secreti (Koschker AC et al., 2006; Abiven G et al., 2006; Libe R et al., 
2007) (Allolio B et al., 2006; Fassnacht M et al., 2009; Luton JP et al., 1990); un 
terzo presenta sintomi aspecifici dovuti alla crescita locale della massa tumorale, 
come dolore addominale e mal di schiena, indigestione o sazietà precoce 
(Fassnacht M et al., 2009; Luton JP et al., 1990); circa un 20-30% degli ACC 
viene diagnosticato incidentalmente mediante procedure diagnostiche per 
problematiche mediche non correlate (Fassnacht M et al.,2010). 
Per quanto riguarda i tumori secernenti si parla di sindrome di Conn, di 
Cushing o virilizzante in seguito a eccessiva produzione di aldosterone, cortisolo 
o androgeni rispettivamente (Lafemina J et al.,2012). L’ ipercortisolismo è la 
forma più comune di secrezione (50-80% di ACC ormone-secernenti) e causa 
sintomi che includono plethora, diabete mellito, debolezza muscolare, atrofia e 
osteoporosi; gli ormoni più comunemente prodotti dopo il cortisolo sono gli 
androgeni surrenalici (40-60% degli ACC ormone-secernenti), che causano 
irsutismo, virilizzazione e irregolarità mestruali nelle donne, mentre sono 
generalmente privi di effetti evidenti nei pazienti maschi; la co-secrezione di 
androgeni e cortisolo è fortemente indicativa della presenza di tumore 
corticosurrenalico maligno (Luton JP et al. 1990, Wajchenberg BL et al. 2000, 
Allolio B et al.2004, Abiven G et al. 2006); infine, la secrezione di aldosterone  
(che normalmente determina ipertensione e ipopotassemia) è rara negli ACC 
(Abiven G et al., 2006; Seccia TM et al., 2005). Alcuni tumori maligni possono 
invece secernere precursori degli steroidi o addirittura steroidi inattivi e 
conseguentemente danno origine a manifestazioni cliniche correlate all’effetto 
della massa tumorale: in questi casi, al momento della manifestazione, il tumore 
è generalmente piuttosto voluminoso, e in media misura tra i 10 e i 13 cm 
(Fassnacht M et al., 2009; Abiven G et al. 2006; Sturgeon C et al., 2006); solo 
una minoranza di tumori ha dimensioni inferiori ai 6 cm (9-14%) (Sturgeon C et 
al., 2006; Paton BL et al., 2006). La diffusione metastatica più comune avviene 





minor frequenza a livello di ossa, pancreas, milza e diaframma (Brennan MF, 
1987; Cohn K et al., 1986). 
2.3. Classificazione e stadiazione 
La valutazione patologica dei tumori corticosurrenalici ha fatto dei progressi 
sostanziali negli ultimi quarant’anni. Inizialmente si pensava che il fattore 
principale nella determinazione del potenziale maligno di questi tumori fosse la 
grandezza del tumore stesso; anche se questo parametro ha tuttora una certa 
importanza a livello diagnostico, sono stati sviluppati algoritmi diagnostici allo 
scopo di includere una larga varietà di parametri clinici, istologici e 
immunoistochimici (Hough AJ et al., 1979; van Slooten H et al., 1985; Weiss LM, 
1984). Mediante questo approccio è stato possibile definire un set di criteri 
diagnostici da poter utilizzare per l’identificazione di quei tumori che possiedono, 
ma ancora non manifestano, un potenziale maligno: il sistema di Weiss è stato 
quello che ha ricevuto maggiori consensi nella pratica clinica (Aubert S et al., 
2002). Esso consiste di 9 caratteristiche istologiche, ad ognuna delle quali viene 
assegnato punteggio 1 se presenti e punteggio 0 se assenti, che comprendono: 
 alto grado nucleare 
 tasso mitotico >5/50 campi ad alta risoluzione 
 figure mitotiche atipiche 
 tumori con cellule chiare ≤ 25%  
 architettura diffusa (più di un terzo del tumore) 
 necrosi microscopica 
 invasione delle strutture venose 
 invasione delle strutture sinusoidali 
 invasione capsulare 
In presenza di almeno 3 di queste caratteristiche il tumore si identifica come 
un ACC, che ricorre o metastatizza in circa l’80% dei casi; al contrario, un 
punteggio inferiore a 3 è indice di tumore benigno (Weiss LM et al., 1989). 
Tuttavia, rimane incerta la diagnosi di malignità per tumori con punteggio 2;  
infatti, nonostante l’applicazione di questo sistema abbia notevolmente 
contribuito a classificare la maggior parte dei tumori corticosurrenalici, esistono 
casi che non vengono inclusi nella classificazione. Proprio a causa di questi casi 
difficili, alcuni patologi hanno provato a sviluppare tecniche di supporto per 





colorazione della reticulina per evidenziare la rottura della rete di reticulina che 
è stata osservata negli ACC (Volante M et al., 2009; Papotti M et al., 2011). In 
letteratura sono stati inoltre descritti metodi immunoistochimici mirati a 
separare gli adenomi (ACA) dai carcinomi: la maggior parte di essi è incentrata 
sulla proliferazione delle cellule tumorali (Cibas ES et al., 1990; Arola J et al., 
2000; Sasano H et al., 1995; Morimoto R et al., 2008); l’utilizzo di 
immunomarkers come il Ki67, indice del tasso di proliferazione cellulare, è 
risultato efficace nel discriminare gli ACC dagli ACA (Wachenfeld C et al., 2001; 
Sasano H et al., 2006; Schmitt A et al., 2006): gli ACC tendenzialmente 
mostrano un indice di marcatura per il Ki67>5%. Tale indice costituisce inoltre 
un fattore predittivo di ricorrenza in seguito a resezione del tumore primario e di 
riduzione dell'intervallo di sopravvivenza libero da malattia (McNicol AM et al., 
1997; Morimoto M et al., 2008). 
Talvolta risulta difficile però essere certi che un particolare tumore in sede 
retro peritoneale rappresenti un ACC, caso che generalmente si verifica per 
diffusione attraverso la ghiandola surrenalica e/o perdita di differenziazione 
corticosurrenale. In questi casi, una batteria di immunocolorazioni può fornire 
indicazioni sulla differenziazione corticosurrenale (Zhang H et al., 2008), che 
include, ma non si limita a queste, le seguenti proteine espresse nella maggior 
parte degli ACC:  
- -inibina (Arola J et al., 2000; 1998)) 
- calretinina (Jorda M et al., 2002) 
- sinaptofisina (Schroder S et al., 1992) 
- melanA (Mart1) (Ghorab Z et al., 2003) 
- fattore steroidogenico 1 (SF-1) (Sbiera S et al., 2010; Duregon E et al., 
2013) 
Gli ACC mostrano un alto grado di eterogeneità intratumorale e non è raro 
trovare tumori costituiti da numerose aree e noduli con differenti fenotipi 
istologici. Sono state descritte alcune varianti istologiche dell’ACC per le quali 
non risulta applicabile il tradizionale score di Weiss (Papotti M et al., 2010) 
(Wong DD et al., 2011): la più comune è chiamata variante oncocitica, che deve 
il nome alla prevalenza di oncociti, definiti cellule con citoplasma abbondante e 
granulare, correlato all’accumulo di mitocondri e di reticolo endoplasmatico 
(Erlandson RA et al., 1991; Macchi C et al., 1998; Hoang MP et al., 2002; Song 
SY et al., 2004; Ohtake H et al., 2010; Wong DD et al., 2011). L’altra variante 
più rappresentata dell’ACC è chiamata mixoide per la produzione di abbondanti 





Karim RZ et al., 2006; Raparia K et al., 2008; Papotti M., 2010; Hsieh MS et al., 
2011; Zhang J et al., 2011; Sheng JY et al., 2012). Infine, sono stati descritti gli 
ACC sarcomatoidi (carcinosarcomi)(Coli A et al., 2010). 
Un parametro importante nella classificazione e nella determinazione della 
prognosi dell'ACC è la stadiazione del tumore. Nel 2004, l’Organizzazione 
Mondiale della Sanità introdusse un sistema basato sulla tradizionale 
classificazione proposta da MacFarlane (MacFarlane DA, 1958), modificata in 
seguito da Sullivan e collaboratori (Sullivan M et al., 1978), che prende il nome 
di sistema TNM (Tumor, Node, Metastasis) (DeLellis RA et al., 2004) (Fassnacht 
M et al., 2009). Questo sistema di classificazione è stato recentemente messo in 
discussione a causa di numerose lacune e ne è stato introdotto un altro dal 
Network Europeo per lo studio dei tumori surrenalici (ENSAT) (Fassnacht M et 
al., 2009). Il sistema di stadiazione ENSAT definisce quattro stadi: tumori a 
stadio 1 (massa tumorale <=5cm) e stadio 2 (>5cm) sono confinati alla ghiandola 
surrenalica; i tumori allo stadio 3 si estendono nel tessuto circostante (ad 
esempio, tessuto adiposo para-surrenalico o organi adiacenti) o hanno invaso 
linfonodi loco regionali; lo stadio 4 è caratterizzato dalla presenza di metastasi a 
distanza. 
 
STADIO UICC/WHO ENSAT 
I T1, N0, M0 T1, N0, M0 
II T2, N0, M0 T2, N0, M0 
III 
T3, N0, M0 
T1-2, N1, M0 
T1-2, N1, M0 
T3-4, N0-1, M0 
IV 
T3-4, N1, M0 
T1-2-3-4, M1 
T1-4, N0-1, M1 
 
Tabella 1: Sistema TNM per la classificazione del carcinoma coticosurrenalico con le modifiche proposte 
dall'ENSAT (European Network for the Study of AdrenalTumors) rispetto ai parametri stabiliti da UICC 
(International Union AgainstCancer) e WHO (World Health Organization). 
 
2.4. Prognosi 
Complessivamente, l’ACC è caratterizzato da prognosi infausta e il fattore 





diagnosi; la prognosi dei tumori con stadio I o II è migliore di quella di ACC di 
stadio III o IV (Icard P. et al., 2001; Abiven G. et al., 2006) e il quadro peggiore si 
delinea per coloro che presentano metastasi a distanza. Generalmente i pazienti 
pediatrici hanno una prognosi migliore dovuta alla precoce identificazione del 
tumore che si manifesta con sintomi caratteristici correlati alla massa 
funzionante. Purtroppo però negli adulti la maggioranza degli ACC è silente da 
un punto di vista ormonale (Latronico AC et al., 1997), e questo rende 
estremamente difficile e rara una diagnosi precoce: circa il 70% dei pazienti, 
infatti, presenta un tumore allo stadio III o IV al momento della diagnosi. La 
sopravvivenza media di pazienti con patologia metastatica (stadio IV) al momento 
della diagnosi è inferiore a un anno (Ayala-Ramirez M et al., 2013), e rimane 
comunque limitata a 5 anni solamente per una percentuale di pazienti al di sotto 
del 35% (Patalano A et al., 2009; Luton JP et al., 1990; Allolio B et al.,2004; 
Abiven G et al., 2006; Libe R et al., 2007): la prognosi infausta è dovuta anche al 
fatto che in circa l'80% dei casi i pazienti vanno incontro a recidive locali o 
sviluppano metastasi (Dackiw AP et al., 2001).  
La sopravvivenza dei pazienti con ACC non è sostanzialmente cambiata negli 
ultimi 20 anni dal momento che una scarsa comprensione dei meccanismi 
fisiopatologici, l’eterogeneità di questa patologia, il cui esito clinico può variare 
anche all’interno di uno stesso stadio tumorale, e la sua rarità rimangono fattori 
limitanti per una conoscenza più approfondita di questo tipo di tumore 
(Bilimoria KY et al., 2008). 
2.5. Approcci terapeutici 
A tutt’oggi, l’unico trattamento efficacie per la cura dell’ ACC localizzato è la 
completa resezione chirurgica del tumore (Dackiw AP et al., 2001);  le terapie 
adiuvanti vengono utilizzate allo scopo di diminuire le possibilità di ricaduta, ma 
circa l’80% di questi pazienti sviluppa recidive locali o distanti anche dopo 
asportazione chirurgica. Per quanto riguarda il trattamento della patologia ad 
uno stadio avanzato o non operabile, qualsiasi terapia deve essere considerata 
un palliativo, anche se la combinazione di alcuni chemoterapici ha mostrato 
parziali benefici (Else T et al., 2014). 
2.5.1. Chirurgia 
Ad oggi, l'unico trattamento efficacie per la cura dell'ACC localizzato è 
rappresentato dalla resezione chirurgica. In generale, le indicazioni per 





di un elevato rischio di malignità (dimensioni del tumore superiori ai 5 cm, 
caratteristiche radiografiche, invasione locale, coinvolgimento dei linfonodi). La 
resezione completa (R0) rappresenta l'unico strumento per una cura a lungo 
termine, associandosi ad una prognosi migliore; inoltre, preservare l'integrità 
della capsula surrenalica risulta fondamentale per ridurre il rischio di recidiva 
locale (Zeiger MA et al., 2009). L'adrenalectomia in open (OA) rappresenta lo 
standard di intervento per tutti i pazienti con ACC asportabile ed è la procedura 
richiesta in caso di tumori invasivi (Kuruba R and Gallagher SF, 2008), mentre 
rimane aperto il dibattito sull'utilizzo della tecnica di adrenalectomia in 
laparoscopia (LA) in casi di sospetto tumore maligno, soprattutto a causa degli 
effetti negativi riportati, quali frammentazione del tumore, recidive locali, 
carcinomatosi peritoneale (Gonzalez RJ et al., 2005) (Cobb WS et al., 2005) 
(Miller BS et al., 2010) (Leboulleux S et al., 2010). Tuttavia, esistono anche dati 
a supporto dell'uso di una chirurgia meno invasiva, con la possibiltà di ottenere 
risultati comparabili a quelli della chirurgia in open, senza rischi di 
carcinomatosi o recidive (McCauley LR and Nguyen MM, 2008) (Brix D et al., 
2010) (Porpiglia F et al., 2010). 
2.5.2. Radioterapia 
In passato, la radioterapia è stata spesso valutata come inefficacie nel 
trattamento dell'ACC e questo tipo di tumore era considerato radioresistente 
(Lipsett MB et al., 1963; Hutter AM andKayhoe DE, 1966; Luton JP et al., 1990; 
Schulick RD and Brannan MF, 1999); tuttavia, vi sono evidenze che ciò non sia 
del tutto vero e la radioterapia viene proposta come adiuvante nei casi ad elevato 
rischio di recidiva locale, in presenza di metastasi oppure come cura palliativa 
per controllare i sintomi locali (Schteingart DE et al., 2005; Fassnacht M and 
Allolio B, 2006; Polat B et al., 2009; Sabolch A et al., 2011). 
2.5.3. Mitotane 
Il mitotane [1-(o-chlorophenyl)-1-(p-chlorophenyl)-2,2-dichloroethane, o,p'-DDD], 
è un derivato del DDT (dichloro-diphenyl-trichloroethane), pesticida sul quale 
furono condotti studi di tossicità negli anni quaranta e cinquanta che 
dimostrarono un effetto a livello della corticale surrenalica, dovuti 
principalmente all’isomero ortho-para’ (o-p’-DDD, o mitotane); essendo stati  
osservati effetti anti-steroidogenici e adrenolitici, il mitotane fu proposto come 
trattamento per l’ACC (Nelson AA and Woodard G, 1949) (Bergenstal DM et al., 





pazienti con ACC allo stadio avanzato, da solo, o in combinazione con altri agenti 
citotossici. Terzolo e collaboratori hanno dimostrato che il trattamento con 
mitotane come agente adiuvante determina un netto prolungamento della 
sopravvivenza libera da malattia (Terzolo M et al., 2007), e sebbene studi 
retrospettivi abbiano sollevato alcune problematiche riguardo ai risultati 
ottenuti, la maggior parte degli esperti concorda che la terapia con mitotane 
come adiuvante debba essere applicata ai pazienti con tumori clinicamente o 
istologicamente aggressivi, anche in seguito a resezione completa del tumore 
(Balasubramaniam S and Fojo T, 2010; Fassnacht M et al., 2011; Lacroix A, 
2010). L’effetto antitumorale del mitotane è correlato al mantenimento di 
adeguati livelli del farmaco nel plasma (Baudin E et al., 2001; Haak HR et al., 
1994; Terzolo M et al., 2000; van Sloten H et al., 1984). La somministrazione del 
farmaco avviene per via orale sotto forma di pasticche da 500 mg (Lysodren; 
HRA Pharma Paris, Bristol-Myers Squibb) e i suoi livelli sierici vengono 
monitorati affinchè si mantengano entro il range terapeutico, che è stato 
stabilito tra i 14 e i 20 mg/L (Terzolo M et al., 2000): pazienti con livelli 
plasmatici di o,p'-DDD pari o superiori a 14 mg/L presentano un miglioramento 
in termini di sopravvivenza (Hermsen IG, 2011), mentre livelli plasmatici di o,p'-
DDD superiori a 20 mg/L si associano ad un’ aumentata insorgenza di effetti 
collaterali, soprattutto a livello gastrointestinale, neurologico ed endocrino 
(Baudin E et al., 2001). Il trattamento con mitotane determina anche 
insufficienza surrenalica, e i pazienti trattati devono quindi effettuare la terapia 
sostitutiva con idrocortisone; recentemente è stato dimostrato che il mitotane 
induce l’espressione del citocromo P450 3A4 (CYP3A4) (van Erp NP et al., 2011), 
osservazione confermata mediante un approccio di tipo steroidomico (Chortis V 
et al., 2013), con conseguente aumento del metabolismo del cortisolo, e questo 
contribuisce a spiegare la necessità di raddoppiare la sostituzione dell’ 
idrocortisone nei pazienti trattati con mitotane. All’interno della ghiandola 
surrenalica il mitotane viene metabolizzato a 1,1-(o,pdichlorodiphenyl)-2,2 
dichloroethene (o,p′DDE) e 1,1-(o,pdichlorodiphenyl)acetic acid (o,p′DDA) 
attraverso un’idrossilazione in posizione  e , rispettivamente (Cai W et al., 
1995; Lindhe et al., 2002), e questa trasformazione metabolica è fondamentale 







Figura 4: Metabolismo del Mitotane. 
 
Uno studio recente di follow-up a lungo termine (Kasperlik-Zaluska AA and 
Cichocki AJ, 2005) ha evidenziato come le concentrazioni plasmatiche di DDE 
siano più strettamente correlate ad un miglioramento a livello clinico o a 
remissione rispetto ai livelli del mitotane stesso. Al contrario, un recente studio 
multicentrico retrospettivo su un consistente numero di pazienti ha mostrato 
che solo la rilevazione dell’ o-p’-DDA sembra essere utile nel predire una risposta 
terapeutica (Hermsen LG et al., 2011). Tuttavia il monitoraggio dei metaboliti del 
mitotane non è sempre realizzabile e ancora non è entrato nella pratica clinica. 
Nonostante venga utilizzato da oltre 50 anni, però, i meccanismi molecolari di 
azione del mitotane sono ancora in gran parte sconosciuti. E' nota la sua 
capacità di legare le proteine surrenaliche (Cai W et al., 1995) (Cai W et al., 
1997) e di accumularsi in maniera selettiva nelle zone fascicolata e reticolare 
della corticale (Martz F and Straw JA, 1977) (Lindhe O et al., 2002): esso 
determina un blocco del processo steroidogenico, in particolare della produzione 
di cortisolo, andando ad interferire con la funzione di alcuni enzimi coinvolti nel 
metabolismo del colesterolo, quali StAR, CYP450scc e CYP11B1 (Asp V et al., 
2010) (Lin CW et al., 2012). A livello cellulare inibisce significativamente in 
maniera dose-dipendente la proliferazione e la secrezione di cortisolo nella linea 
cellulare H295R (Lindhe O and Skogseid B, 2010); il mitotane è anche in grado 
di rendere più sensibili alle radiazioni ionizzanti le H295R e le SW13, riducendo 
la riparazione del DNA e interferendo con la proliferazione (Cerquetti L et al., 
2010). Recentemente è stato oseervato che concentrazioni non citotossiche di 
mitotane sono in grado di interferire con la trascrizione genica di una serie di 
enzimi steroidogenici nelle cellule H295R inibendo la secrezione di cortisolo (Lin 
CW et al., 2012). Inoltre, dati recenti suggeriscono che sia coinvolta una down-
regolazione degli enzimi della catena respiratoria mitocondriale (Poli G et al., 





cambiamenti non sono state identificate, nemmeno in seguito all’introduzione di 
tecniche altamente innovative come i microarrays di espressione genica e 
approcci di tipo proteomico (Zsippai A et al., 2012; Stigliano A et al., 2008; 
Lehmann TP et al., 2013). In studi precedenti era stato osservato che l’attività 
del mitotane sembra essere influenzata dall’espressione dell’enzima RRM1 
(Ribonucleotide Reductase Large Subunit): una ridotta espressione di questo 
gene è associata con un prolungamento della sopravvivenza libera da malattia 
nei pazienti con ACC trattati con MTT come adiuvante, e il silenziamento 
specifico di RRM1 è in grado di ripristinare la sensibilità al mitotane nella linea 
cellulare tumorale SW13, poco sensibile al farmaco, in vitro (Volante M et al., 
2012). Inoltre, Germano e collaboratori hanno dimostrato che nelle cellule di 
ACC la modulazione del gene RRM1 è associata con specifici profili di sensibilità 
al mitotane in combinazione con gemcitabina, un agente chemioterapico 
utilizzato per il trattamento degli ACC in stadio avanzato che ha come target 
specifico RRM1 (Germano A et al., 2014); rimane tuttavia ancora sconosciuta 
l’interazione funzionale tra mitotane e RRM1, anche se si potrebbe affermare che 
l’enzima interferisce con la metabolizzazione del mitotane grazie alla sua attività 
reduttasica. Rimane, comunque, ancora da chiarire il meccanismo d'azione 
molecolare di questo farmaco, la cui comprensione rappresenta un prerequisito 
necessario per lo sviluppo di composti meno tossici.  
2.5.4. Chemioterapici citotossici 
Il ruolo della chemioterapia citotossica nel trattamento dell'ACC rimane ancora 
da chiarire completamente. In generale, la risposta dei pazienti rimane bassa e 
tale refrattarietà può essere spiegata con il fatto che l'ACC esprime il gene MDR-1 
(multidrug resistence), con produzione di elevati livelli di p-glicoproteina, una 
proteina di membrana che agisce da pompa di efflusso dei farmaci (Abraham J 
et al., 2002). L’utilizzo di antagonisti della p-glicoproteina potrebbe migliorare 
l’efficacia della terapia citotossica; inoltre, è stata dimostrata in vitro l’efficacia 
del mitotane nel limitare il fenomeno di “multidrug resistence” inibendo 
l’espressione di MDR-1, ed è su questo che si basa la corrente associazione tra 
farmaci citotossici e mitotane. Ad oggi, sono due i regimi terapeutici 
raccomandati per i pazienti in stadio avanzato della malattia: mitotane in 
combinazione con etoposide, doxorubicina e cisplatino (EDP/M) (Berruti A et al., 
1998; Berruti A. et al., 2005) e mitotane plus streptozocina (Sz/M) (Khan TS et 
al., 2000). Essi sono stati confrontati durante un recente trial ampio, 





trial in locally advanced and Metastatic Adrenocortical Carcinoma Treatment") 
con il fine di verificarne l'efficacia nell'aumentare la sopravvivenza dei pazienti. 
Da tale trial è emerso che il regime EDP/M, pur non determinando un 
miglioramento significativo della sopravvivenza complessiva, presenta una 
maggiore efficacia antitumorale rispetto al trattamento Sz/M (Fassnacht M et al., 
2012). Un protocollo alternativo a questi potrebbe essere eventualmente 
rappresentato dal trattamento metronomico (somministrazione dei farmaci a 
piccole dosi continue) con capecitabina plus gemcitabina (Sperone P et al., 
2010). 
2.5.5. Terapie target specifiche 
La possibilità di sviluppare nuove strategie terapeutiche target-specifiche per il 
trattamento del carcinoma corticosurrenalico si basa sulle conoscenze acquisite 
nell'ambito delle basi biologiche e molecolari di questa patologia, soprattutto in 
rapporto alle alterazioni a livello delle vie di regolazione di crescita e 
sopravvivenza cellulari. 
Terapia anti-IGF-IR. L'over-espressione dell'IGF-II è uno degli eventi più 
comuni nell'ACC, per cui la sua via di segnalazione è stata una delle prime ad 
essere considerata come possibile target terapeutico selettivo; in particolare, 
l'attenzione è stata focalizzata sul legame dell'IGF-II al recettore dell'IGF-I, che 
determina l'attivazione della via di segnalazione che coinvolge PI3K/Akt e le MAP 
chinasi, mediandone gli effetti di induzione dei processi di proliferazione, 
differenziazione e sopravvivenza cellulari (Pollak M, 2008), che si associano alla 
possibilità di migrazione delle cellule tumorali ed allo sviluppo di metastasi 
(Rosenzweig SA and Atreya HS, 2010). Sulla base di incoraggianti dati 
preliminari ottenuti con l'inibizione dell'IGF-IR nel trattamento di mieloma 
multiplo e tumori ematologici, un antagonista altamente selettivo dell'IGF-IR 
(NVP-AEW541), dotato di attività anti-tumorale è stato utilizzato in esperimenti 
in vitro per testarne l’efficacia anche nel trattamento dell’ACC (Garcia-Echeverria 
C et al., 2004; Barlaskar FM et al., 2009). Sono stati, poi, sviluppati anticorpi 
monoclonali diretti contro lo stesso recettore, quali: il cixutumumab (IMC-A12), 
testato sia singolarmente che in associazione con il mitotane, che è in grado di 
ridurre la crescita tumorale in xenotrapianti murini di cellule H295R (Barlaskar 
FM et al., 2009); il figitumumab (CP-751,871) (Haluska P et al., 2010). 
Un'altra categoria di molecole indagata come antitumorali nell’ACC è quella 





bloccando l’attività tirosin-chinasica dell’IGF-IR che è alla base dell’attivazione 
della cascata di segnalazione intracellulare a valle del recettore. Tra questi, l'OSI-
906 è in fase di studio per quel che riguarda la sua efficacia nel controllo della 
progressione dell'ACC in un trial clinico su pazienti con carcinoma 
corticosurrenalico di stadio IV (Carden CP et al., 2009) (Demeure MJ et al., 
2011). 
Terapia anti-mTOR. mTOR (mammalian Target Of Rapamycin) è uno degli 
effettori a valle della via di segnalazione PI3K/Akt che media l'integrazione del 
segnale proveniente da molti recettori a tirosin-chinasi, compreso l'IGF-IR, e 
rappresenta uno dei target emergenti nella terapia antitumorale (Zhou H et al., 
2010; Populo H et al., 2012). E' stato recentemente dimostrato che la 
segnalazione IGF-IR/mTOR è attivata nei tumori corticosurrenalici pediatrici e 
che l'uso di un inibitore di mTOR, l'everolimus (RAD001), consente di ridurre 
efficacemente la proliferazione cellulare in vitro e la crescita tumorale in 
xenotrapianti murini (Doghman M et al., 2010), suggerendo la possibilità di un 
nuovo approccio terapeutico per l'ACC. 
Terapia anti-EGFR. I dati sull'espressione del recettore dell'EGF nei tumori 
corticosurrenalici hanno portato a tentare di utilizzare questa via di segnalazione 
come target specifico per la terapia anti-tumorale. In particolare, è stata testata 
l'efficacia di inibitori delle tirosin-chinasi specifici per l'EGFR, quali gefitinib 
(come agente singolo) ed erlotinib (in combinazione con l'agente citotossico 
gemcitabina), ma con risposte minime, se non nulle (Samnotra V et al., 2007) 
(Quinkler M et al., 2008). 
Terapia anti-FGFR. Nonostante l’asse IGF-II/IGF-IR sia il sistema a tirosin-
chinasi maggiormente over-espresso nell'ACC, i dati provenienti dalle analisi dei 
microarray mostrano come anche l'espressione dei membri della famiglia FGFR 
sia spesso aumentata (Giordano TJ et al., 2003; de Fraipont F et al., 2005;  
Slater EP et al., 2006; West AN et al., 2007). Pur essendo stati sviluppati degli 
inibitori del FGFR, quali l'inibitore a piccola molecola dovitinib (Xin X et al., 
2006; Loilome W et al., 2009; Kim KB et al., 2011) e l'antagonista del FGFR FP-
1039 (Zhang H et al., 2007; Tolcher A et al., 2009), non è ancora stato attuato 
alcun trial clinico per valutarne l'efficacia nel trattamento dell'ACC. 
Terapia anti-VEGFR. La dimostrazione che lo sviluppo e la crescita dei tumori 
necessitano di un adeguato apporto sanguigno (Folkman J, 1992) ha portato a 





target terapeutico; in particolare, è stato utilizzato il recettore del VEGF come 
bersaglio di un anticorpo monoclonale, il bevacizumab, che risulta avere una 
modesta efficacia in casi di tumore del colon, della mammella e del polmone 
(Hurwitz H et al., 2004; Bergers G and Hanahan D, 2008), ma che non ha dato 
risultati soddisfacenti per quel che riguarda l'ACC (Wortmann S et al., 2010). Di 
più recente sviluppo sono, poi, gli inibitori dell’attività tirosin-chinasica diretti 
contro il VEGFR, quali sunitinib e sorafenib; anch'essi, però, non sembrano 
apportare miglioramenti significativi nel trattamento dell'ACC (Quinkler M et al., 
2011; Berruti A et al., 2012). 
Antagonisti della via di segnalazione Wnt/β-catenina. L'importanza del 
ruolo della segnalazione Wnt/β-catenina nello sviluppo di molti tipi di tumore è 
alla base dell'interesse nella ricerca di agenti in grado di inibire questa via. In 
particolare, a partire dai dati sul coinvolgimento della β-catenina nella 
patogenesi dell'ACC, è stato sviluppato un inibitore della formazione del 
complesso trascrizionale TCF/β-catenina, il PKF115-584, che è stato testato 
sulla linea cellulare tumorale H295R: si è osservato che tale composto è in grado 
di inibire la proliferazione delle cellule, bloccandone l'entrata nella fase S del 
ciclo cellulare ed inducendo apoptosi. Tale molecola agisce anche annullando 
l'effetto pro-proliferativo del fattore SF-1 (Doghman M et al., 2008). Un'altra 
molecola scoperta durante lo screening di possibili agenti inibenti la 
segnalazione di Wnt è il composto CWP232291: esso agisce, sia in vitro che in 
vivo, inducendo la degradazione della β-catenina in modelli pre-clinici di 
mieloma multiplo (Cha JY et al., 2010). Nonostante questi risultati siano 
promettenti, l'uso di inibitori della segnalazione di Wnt viene considerato con 
cautela, dato il coinvolgimento di questa via in molti processi cellulari e, di 
conseguenza, la possibilità che si determinino effetti tossici collaterali nell’uso di 
inibitori di tale via (Garber K, 2009). 
Tiazolidinedioni (TZD). I Tiazolidinedioni (TZD) sono una classe di farmaci 
antidiabetici in grado di ridurre l’insulino-resistenza e la cui azione è mediata 
dal loro legame con il fattore di trascrizione nucleare ligando-dipendente PPAR-γ 
(Peroxisome Proliferator-Activated Receptor): una volta attivato, esso dimerizza 
con  il recettore X dell’acido retinoico 9-cis ed il complesso così formato si lega 
allo specifico response element (PPRE, "PPAR-γ Response Element") a livello del 
promotore dei geni bersaglio (Jude-Aubry C et al., 1997; Reginato MJ et al., 
1998). Oltre ai ben noti effetti sull'up-take del glucosio e sull’adipogenesi 
(Miyazaki Y et al., 2001a; 2001b; 2002), i TZD, a dosi più alte, sembrano agire 





differenziazione cellulare (Blanquicett C et al., 2008). Nel caso dei tumori 
corticosurrenalici, i livelli di espressione del PPAR-γ negli ACC non risultano 
diversi rispetto a quelli dei tumori benigni e della surrene sana. I TZD, in 
particolare il Rosiglitazone (RGZ) ed il Pioglitazone (PGZ), mostrano azione anti-
proliferativa sia in vitro che in vivo (Betz MJ et al., 2005; Ferruzzi P et al., 2005; 
Cantini G et al., 2008; Luconi M. et al., 2010); inoltre, è stato osservato che il 
Rosiglitazone è in grado di indurre il processo di autofagia nella linea cellulare 
H295R, di deregolare il ciclo cellulare nella linea SW13 (Cerquetti L et al., 2011) 
e di avere azione inibitoria sull'espressione dell'enzima steroidogenico CYP11B2 
e sulla produzione di aldosterone (Uruno A et al., 2011). Rimangono, tuttavia, da 
chiarire il meccanismo d'azione e le vie di segnalazione intracellulare coinvolti 
nella mediazione dell’effetto anti-tumorale di tali farmaci. 
Agonisti inversi di SF-1. Il fattore SF-1 gioca un ruolo fondamentale nello 
sviluppo delle gonadi e della surrene e nella regolazione dell'espressione degli 
enzimi steroidogenici; alterazioni nei suoi livelli di espressione sono state 
riscontrate in casi di ACC sia pediatrici che dell'adulto, suggerendo il suo 
coinvolgimento nella tumorigenesi corticosurrenalica (Lalli E, 2010; Schimmer 
BP and White PC, 2010). Doghman M. e collaboratori hanno testato alcuni 
agonisti inversi di SF-1, che si sono rivelati in grado di down-regolare in maniera 
selettiva la proliferazione SF-1-dipendente nelle cellule H295R e di inibire la 
produzione di ormoni steroidei (Doghman M et al., 2009), suggerendo la 
possibilità di considerare questo fattore come nuovo target terapeutico. 
2.6. Aspetti genetici del carcinoma corticosurrenalico 
2.6.1. Alterazioni cromosomiche e sub-cromosomiche 
Negli ultimi anni sono stati fatti numerosi progressi nella comprensione della 
patogenesi dei tumori corticosurrenalici, e questi risultati sono stati raggiunti 
grazie all’avvento di differenti strategie:  
1. Identificazione di alterazioni genetiche in rare sindromi familiari e 
conseguente valutazione della loro eventuale presenza anche nei tumori 
sporadici. 
2. Studio delle vie di segnalazione che si sono rivelate importanti in altri tipi 
di tumore. 
3. Utilizzo di tecniche altamente efficienti come il profilo di espressione 






4. Studi mediante modelli animali con uno o più difetti genetici per una più 
approfondita conoscenza delle vie di segnalazione. 
 
Figura 5: Rappresentazione schematica delle alterazioni molecolari coinvolte nell’insorgenza della patologia 
surrenalica. Alcune alterazioni , in comune tra gli ACC e le forme benigne (iperplssia e ACA), sono considerate eventi 
precosi nel processo tumori genico, mentre alterazioni esclusive dell’ACC sono considerate eventi tardivi. Figura tratta da 
Lerario AM et al., Molecular and cellular endocrinology, 2014. 
 
Comunemente l’ACC si presenta in forma sporadica, ma esistono alcune rare 
sindromi genetiche che predispongono all’insorgenza dei tumori 
corticosurrenalici: i geni che causano queste sindromi sono stati infatti trovati 
coinvolti anche nella tumorigenesi di alcuni ACT sporadici. 
 la Sindrome di Li-Fraumeni è una patologia a trasmissione autosomica 
dominante, dovuta, nel 70% dei casi, a mutazioni germinali a livello del gene 
TP53 (Birch JM et al., 1994; Varley JM et al., 1999; Soon PS et al., 2008a) che 
comportano l'incapacità dell'oncosoppressore di indurre l'arresto del ciclo 
cellulare, la riparazione del DNA ed il processo di apoptosi in caso di danno al 
DNA (Herbet M et al., 2009). Tale sindrome si associa ad ACC nel 3-4% dei casi 





dei tessuti molli, osteosarcomi, tumore della mammella, tumori cerebrali, 
leucemia; 
 la Sindrome di Beckwith-Wiedemann è dovuta ad un difetto 
dell'imprinting genomico a livello del braccio corto del cromosoma 11 (11p15), in 
un locus comprendente i geni IGF-2 (Insuline-like Grow Factor 2), CDNK1C 
(Cyclin-Dependent Kinase inibitor 1C; p57kip2) e H19, che spesso comporta la 
perdita del locus materno e l'amplificazione di quello paterno (Barlaskar FM and 
Hammer GD, 2007). Il 5% di pazienti con la S. di Beckwith-Wiedemann sviluppa 
ACC così come altri tumori, compresi il neuroblastoma, l'epatoblastoma, il 
rabdomiosarcoma (Soon PS et al., 2008a); 
 la Sindrome MEN-1 (Multiple Endocrine Neoplasia type 1) è causata 
da mutazioni inattivanti nel gene MEN 1 (11q13), a cui si associano tumori 
ipofisari, tumori delle paratiroidi, tumori del pancreas endocrino (Thakker RV, 
1998), ma anche un elevato rischio di sviluppare lipomi, angiomi e tumori 
corticosurrenalici, soprattutto adenomi (Skogseid B et al., 1992; Burgess JR et. 
al., 1996; Barzon L et al., 2001; Waldmann J et al., 2007) e, raramente, 
carcinomi (Skogseid B et al., 1992; Burgess JR et. al., 1996; Waldmann J et al., 
2007; Soon PS et al., 2008a); 
 la Sindrome di Carney è dovuta all'insorgenza di mutazioni inattivanti a 
livello del gene PRKAR1A (Protein Kinese A Regulatory subunit), localizzato sul 
braccio lungo del cromosoma 17 (17q22-24), che si riscontrano in casi sporadici 
di ACC (Bertherat J et al., 2003); 
 l'iperplasia surrenale congenita (CAH) è una malattia autosomica 
recessiva causata dalla mancanza di un enzima nella via di sintesi del cortisolo, 
generalmente la 21β-idrossilasi, che determina un aumento della stimolazione 
della corticale surrenalica da parte di CRH ed ACTH, con conseguente iperplasia, 
eccessiva produzione dei precursori del cortisolo ed elevati livelli di androgeni; 
raramente si associa allo sviluppo di ACC; 
 la Sindrome di McCune-Albright (MAS) è caratterizzata da mutazioni a 
carico del gene GNAS-1, responsabili di un’ attivazione costituzionale della 
proteina Gs e della via di segnalazione di cAMP (Weinstein LS et al., 1991) con 
conseguente aumento della crescita e dell’ attività cellulare (Schwindinger WF et 
al., 1992; Ringel MDet al., 1996); questa patologia è caratterizzata da displasia 
fibrosa che coinvolge più ossa, macchie caffellatte, pubertà precoce ed eccessiva 





ipofisi) (Weinstein LS et al., 1991). Nei tumori corticosurrenalici sono state 
trovate poche mutazioni somatiche GNAS. 
 la Sindrome di Gardner è causata da mutazioni germinali inattivanti il 
gene APC ( Nishisho L et al., 1991), regolatore a valle della via di segnalazione di 
Wnt, che agisce come classico gene soppressore tumorale contrastando 
l’attivazione di Wnt. Questa patologia è caratterizzata dallo sviluppo di polipi 
multipli a livello del colon con un aumentato rischio di sviluppare precocemente 
il tumore al colon, l’ipertrofia congenita dell’epitelio pigmentato della retina, 
denti soprannumerari, osteomi del cranio e molti tipi di differenti tumori, inclusi 
quello gastrico, dell’intestino tenue, periampollare, fibrosarcoma, astrocitoma e 
papillare della tiroide (Nishisho L et al., 1991; Half E et al., 2009). Inoltre, si è 
visto che una quota considerevole di pazienti sviluppa iperplasia nodulare 
bilaterale della corteccia surrenalica, generalmente benigna e non funzionante, 
ma sono stati descritti anche ACC (Marshall WH et al., 1967; Kartheuser A et al., 
1999). 
 la Sindrome di Lynch è una malattia genetica autosomica dominante 
caratterizzata da un alto rischio di sviluppare il tumore del colon retto. La base 
molecolare di questa sindrome è costituita da mutazioni a livello dei geni 
coinvolti nella riparazione del DNA, in particolare nei geni MLH1, MSH2, MSH6 e 
PMS2 (Karamurzin Y et al, 2012). Oltre al tumore del colon retto, tra i diversi tipi 
di tumore che sono stati associati a questa sindrome è stato descritto anche 
l’ACC. 
 Neurofibromatosi di tipo 1 (Wagner AS et al., 2005) e sindrome di 
Werner (Takazawa R et al., 2004) sono state raramente trovate associate ad 
ACT. In particolare, deve ancora essere determinato il relativo contributo dei 
difetti molecolari caratteristici di queste sindromi agli ACC sporadici.  
La comprensione delle relazioni tra l’ACC e le sindromi tumorali ereditarie ha 
permesso di progredire nella conoscenza dei meccanismi della tumorigenesi e 
nella conseguente identificazione di nuovi possibili target terapeutici. 
 
2.6.2. L’origine clonale degli act 
Lo studio della clonalità tumorale è un importante prerequisito per stabilire 
l’origine cellulare dei tumori e per identificare i meccanismi coinvolti nella 





l’influenza di stimoli locali o sistemici, e che, in seguito a questo, accumulano 
mutazioni genetiche successive, mentre la monoclonalità indica che la 
progressione tumorale è il risultato finale di una mutazione genetica intrinseca. 
Per studiare la clonalità tumorale è stata condotta un’analisi del pattern di 
inattivazione del cromosoma X nel tessuto tumorale derivato da pazienti 
femmine eterozigoti: questo tipo di analisi è basato sul razionale che solamente 
un singolo cromosoma X è attivo in ciascuna cellula somatica femminile; di 
conseguenza, o il cromosoma X materno o quello paterno sono inattivati, in 
maniera casuale, e questa condizione viene trasmessa stabilmente alla cellula 
progenitrice (Lyon MF, 1988). Dal momento che l’inattivazione del cromosoma X 
è casuale, ci si aspetta un’identica proporzione di cellule con il cromosoma X 
materno e paterno: la presenza di cromosomi X solo materni o paterni in tutte le 
cellule è indice di monoclonalità del tumore. Da questo studio è emerso che 
l’ACC è costituito da popolazioni di cellule monoclonali, mentre gli adenomi 
possono essere sia monoclonali che policlonali (Gicquel C et al., 1994; 
Beuschlein MH et al., 1994). La presenza di ACA sia monoclonali che policlonali 
potrebbe essere il risultato di meccanismi patologici differenti oppure di stadi 
diversi di un processo multi-step comune. Sulla base di queste osservazioni è 
stato ipotizzato che la tumorigenesi corticosurrenale sia il risultato di una serie 
di eventi: fattori estrinseci come fattori di crescita o mitogenici potrebbero 
promuovere la crescita di una popolazione di cellule tumorali policlonali o 
parzialmente monoclonali che sarebbero così più suscettibili a mutazioni a livello 
degli oncogeni e dei geni soppressori tumorali: a questo punto un secondo 
evento, come una mutazione, potrebbe conferire un vantaggio proliferativo ad un 
un sub-clone di cellule (Gicquel C et al., 2000). 
Queste alterazioni genetiche possono essere studiate a livello dell’intero 
genoma, mediante l’utilizzo di tecniche molecolari come la CGH (comparative 
genomic hybridization), che permette l’identificazione di anomalie a livello dei 
cromosomi o piccole variazioni del contenuto di piccole porzioni di essi ,l’analisi 
dei microsatelliti e la LOH. 
La CGH è una tecnica molecolare citogenetica che si è dimostrata essere un 
valido approccio per l’individuazione delle aberrazioni cromosomiche strutturali 
nei tumori, in particolare per guadagni o perdite di copie di sequenze del DNA 
(Kallioniemi A et al., 1992). Regioni con guadagni possono includere potenziali 
proto-oncogeni, mentre regioni con perdite di copie di sequenze possono 
contenere geni soppressori tumorali.  Diversi studi hanno evidenziato differenze 





Zhao J et al., 1999; Dohna M et al., 2000): mentre gli ACA sono caratterizzati da 
poche regioni che presentano perdite o guadagni cromosomici, gli ACC mostrano 
alterazioni cromosomiche complesse. E’ stata inoltre trovata una correlazione 
positiva tra il numero delle aberrazioni e le dimensioni del tumore negli ACC: 
questo, probabilmente, è indice del fatto che le alterazioni cromosomiche si 
accumulano durante la progressione tumorale (Sidhu S et al., 2002). Più 
recentemente, uno studio condotto mediante l’utilizzo della tecnica Array-CGH 
ad alta risoluzione per verificare il valore prognostico e diagnostico delle 
aberrazioni cromosomiche riscontrate nei tumori corticosurrenalici (Barreau O et 
al., 2013) ha confermato la presenza di un maggior numero di alterazioni negli 
ACC (44%) rispetto agli ACA (10%). Negli ACC sono stati inoltre confermati i 
guadagni cromosomici più frequentemente osservati sui cromosomi 5,7,12,16,19 
e 20 e le perdite sul 13 e sul 22; all’interno di queste regioni sono stati 
identificati geni ad alto potenziale mitogenico come il fattore di crescita dei 
fibroblasti 4 (FGF4), la chinasi ciclina-dipendente 4 (CDK4), e la ciclina E1 
(CCNE1). In una coorte di pazienti indipendente è stato successivamente 
confermato il valore diagnostico di 6 loci (5q, 7p, 11p, 13q, 16q e 22q) nella 
differenziazione tra ACA e ACC (con una sensibilità del 100% e una specificità 
dell’83%) (Barreau O et al., 2013). Sebbene da questi studi emerga la presenza di 
diversità genetica ed eterogeneità dei guadagni e delle perdite cromosomiche 
negli ACC, i cromosomi 4,5,12,17 e 19, sui quali sono state riscontrate più 
frequentemente aberrazioni genetiche, contengono geni che promuovono o 
mantengono la trasformazione neoplastica. Nel complesso, quindi, i dati 
derivanti dall’utilizzo di questa tecnica supportano l’ipotesi della progressione da 
adenoma a carcinoma, secondo la quale un’attivazione di proto-oncogeni a livello 
del cromosoma 4 potrebbe costituire un evento precoce nella tumorigensi 
surrenale, con progressione verso il carcinoma in seguito ad un’attivazione di 
oncogeni sui cromosomi 5 e 12 e inattivazione di geni soppressori tumorali come 
TP53 sul cromosoma 17p e altri geni sull’1p (Sidhu S et al., 2003).  
L’analisi LOH è una tecnica applicata con successo all’identificazione dei geni 
soppressori tumorali (Larsson C et al., 1988) ed è stata utilizzata per studiare i 
loci cromosomici correlati alle sindromi familiari associate agli ACT. Numerosi 
studi di perdita di eterozigosità hanno mostrato che la LOH sui cromosomi: 
17p13 (Gicquel C et al., 2001; Yano T et al., 1989; Soon PS et al., 2008) (LFS), 
11p15 (Gicquel C et al., 1994, 2001; Yano T et al., 1989;) (BWS), 11q13 (Schulte 
KM et al., 1999, 2000; Kjellman M et al., 1999) (MEN1), 17q22-24 (Bertherat J et 
al., 2003) (CNC) e 2p16 (Kjellman M et al., 1999) (anch’essa CNC) si verifica più 





studi hanno inoltre mostrato l’assenza di mutazioni dei geni coinvolti nello 
sviluppo delle sindromi ereditarie, e questo ha indotto a ipotizzare la presenza di 
altri geni soppressori tumorali all’interno di questi loci e un loro coinvolgimento 
nella patogenesi degli ACC sporadici. 
2.6.3. Mutazioni somatiche  
Le alterazioni genetiche che permettono lo sviluppo neoplastico coinvolgono 
due classi di geni: gli oncogeni e i geni soppressori tumorali. 
Oncogeni 
Questi geni normalmente funzionano modulando la crescita cellulare e la 
differenziazione, ma in seguito ad alterazioni perdono la loro capacità. Gli 
oncogeni codificano fattori di crescita, recettori di fattori di crescita, con e senza 
attività tirosin-chinasica, proteine di trasduzione del segnale legate alla 
membrana, chinasi serino-treoniniche citoplasmatiche e fattori di trascrizione 
nucleari. Mutazioni a carico di questi geni, amplificazioni o traslocazioni 
cromosomiche determinano crescita cellulare o trascrizione anomale. 
 IGF-II e il locus 11p15 
Il gene IGF-II è localizzato sul braccio corto del cromosoma 11 (11p15), una 
regione organizzata in due differenti clusters: un dominio telomerico, che 
include i geni IGF-II (53) e H19 (54), e un dominio centromerico che comprende 
il gene CDKN1C (p57kip2) (55,56). Il gene IGF-II codifica un importante fattore 
di crescita fetale, è regolato attraverso il processo di imprinting materno e di 
conseguenza viene espresso solamente dall’allele paterno (53). Il messaggero 
del gene H19 non viene tradotto e questo RNA sembra svolgere un’azione di 
modulazione dell’espressione dell’IGF-II, anche se il ruolo esatto di questo gene 
nella tumorigenesi surrenalica rimane ancora sconosciuto. Il gene p57kip2 
codifica un inibitore delle chinasi ciclina-dipendenti della famiglia CIP/KIP 
coinvolto nella fase G1/S del ciclo cellulare: la soppressione della sua 
espressione risulta associata ad un’iperespressione e ad una conseguente 
iperattivazione delle cicline G1 e delle chinasi da esse dipendenti (CDK) che 
determinano un’ interruzione della regolazione del ciclo cellulare. Anche i geni 
CDKN1C e H19 sono regolati dall’imprinting parentale, ma, a differenza del 
gene IGF-II, vengono espressi esclusivamente dall’allele materno; la loro 
espressione è elevata nei tessuti surrenalici sani mentre risulta soppressa nella 





Bourcigaux N et al., 2000). L’IGF-II è invece iperespresso in circa il 90% degli 
ACC (Libe R et al., 2007) ed è stato dimostrato che alterazioni strutturali 
somatiche del locus 11p15, come l’isodisomia paterna (perdita dell’allele 
materno e duplicazione dell’allele paterno) o la perdita dell’imprinting a causa 
della demetilazione dell’allele materno sono le cause dell’iperespressione di 
questo gene (Ogawa et al., 1993; Rainer et al., 1993).  
 L’oncogene RAS  
Le proteine Ras sono proteine associate alla membrana, che appartengono 
ad una classe di proteine chiamate piccole GTPasi (small GTPase) coinvolte 
nella trasmissione del segnale in seguito alla stimolazione di un recettore 
tirosin-chinasico da parte del ligando. La famiglia delle proteine ras è composta 
da tre membri, H,N e K: ad oggi sono state riscontrate mutazioni di KRAS  (Lin 
SR et al., 1998) e HRAS (Yano T et al., 1989) in un numero ristretto di ACC, 
mentre mutazioni a carico di NRAS sono state trovate sia negli adenomi che nei 
carcinomi (Yashiro T et al., 1994). Nei tumori in cui sono presenti mutazioni a 
livello di questo gene, si osserva una diminuzione dell’attività GTPasica 
intrinseca della proteina, con conseguente aumento dei segnali proliferativi. 
Ras risulta essere uno tra gli oncogeni più comunemente mutati nei tumori 
umani (Shields JM et al., 2000). 
 Fattori di crescita 
Diversi fattori di crescita e citochine oltre a quelli del sistema IGF hanno 
mostrato essere implicati nella regolazione della crescita e della normale 
funzione della ghiandola surrenalica adulta e fetale:  sono stati pertanto indagati 
anche per un loro possibile ruolo nell'insorgenza e nello sviluppo del carcinoma 
corticosurrenalico. Questi fattori di crescita includono il fattore di crescita basico 
dei fibroblasti (b-FGF), fattore di crescita trasformante-, TGF-) e il fattore di 
crescita trasformante-1 (TGF-1), il fattore di crescita vascolare endoteliale 
(VEGF), e interleuchine (Hotta M& Baird A, 1986; Feige JJ et al., 1991; 1998; 
Ilvesmaki V et al., 1993b; Weber MM et al., 1997a,b; de Fraipont F et al., 2000; 
Turner HE et al., 2003).  
b-FGF2 
Tra questi fattori di crescita, il b-FGF2 potrebbe rappresentare il principale 
candidato da valutare nei tumori corticosurrenalici dal momento che è 
altamente espresso nei tessuti surrenalici e rappresenta uno tra i più potenti 





1991; Feige JJ et al., 1998). Nelle ghiandole surrenali fetali umane Mesiano e 
collaboratori (Mesiano S et al., 1993) hanno mostrato un effetto mitogenico 
cooperativo tra l’IGF-II e il b-FGF2. E’ stato anche dimostrato che il b-FGF2 è 
mitogenico per la linea cellulare H295R, regola l’espressione sia dell’IGFII che 
di IGFBP-2, e modula il processa mento del pro-IGFII (Boulle N et al., 2000). 
VEGF 
L’angiogenesi gioca un ruolo importante nella crescita tumorale e nello 
sviluppo di metastasi. Attraverso lo studio dell’espressione del VEGF è possibile 
valutare lo status angiogenico di un tumore. Nell’ACC è stata osservata un’ 
iperespressione di questo fattore di crescita rispetto agli adenomi surrenalici 
(deFraipont F et al., 2000; Bernini GP et al., 2002), che tuttavia non si 
accompagna ad un’elevata vascolarizzazione: ciò lascia quindi intendere che ci 
sia una dissociazione tra lo status angiogenico e le potenzialità 
neoangiogenetiche di questo tumore (Bernini GP et al., 2002). Inoltre, i livelli 
sierici del VEGF in pazienti con l’ACC sono risultati significativamente più alti 
rispetto a pazienti con adenomi o a soggetti normali (Kolomecki K et al., 2001). 
Sebbene sia stata osservata una considerevole diminuzione dei livelli sierici di 
VEGF già un mese dopo la chirurgia degli ACC (Kolomecki K et al., 2000), il suo 
impiego come marker tumorale deve ancora essere indagato. 
 
EGFR 
Il recettore del fattore di crescita epidermico (EGFR) risulta iperespresso in 
oltre il 90% degli ACC, mentre gli ACA lo esprimono solo debolmente (Kamio T et 
al., 1990; Nakamura M et al., 2009). Tuttavia, non sono state identificate 
mutazioni a livello del gene EGFR e l’espressione del recettore non correla con 
l’andamento clinico dei pazienti con ACC (Adam P et al., 2010). E’ stato 
osservato che l’inibizione della via di segnalazione dell’EGFR determina una 
considerevole inibizione della proliferazione nella linea cellulare di carcinoma 
corticosurrenalico H295R (Quinkler M et al., 2008). Risulta inoltre ben 
documentata la presenza di un efficiente crosstalk tra le vie di segnalazione 
dell’IGF1R e dell’EGFR (Huang F et al., 2009): è stato infatti dimostrato che 
tumori sensibili agli inibitori dell’IGF1R innescano una rapida up-regolazione 
della segnalazione attraverso il sistema EGFR come meccanismo di resistenza. 
Per questo motivo, utilizzare come bersaglio entrambe queste vie di segnalazione 







Il fattore di crescita trasformante-1 (TGF-1), un altro modulatore 
multifunzionale della crescita cellulare, è implicato nell’inibizione della 
proliferazione delle cellule epiteliali e regola l’accrescimento e la normale 
funzione della surrene adulta e fetale. Due studi differenti hanno dimostrato una 
riduzione dell’espressione del messaggero del TGF-1 negli ACC, mentre non 
sono state riscontrate differenze (né mutazioni) a livello del recettore di questo 
fattore di crescita (Boccuzzi A et al., 1999; Arnaldi G et al., 2000). 
TGF 
Il fattore di crescita trasformante-si ritrova espresso a livello delle lesioni 
corticosurrenali che, anche se non sono state trovate marcate differenze tra i 
tumori maligni e quelli benigni: questo dato suggerisce che l’effetto promuovente 
la crescita di questo fattore potrebbe non essere specifico per questa tipologia di 
tumori (Sasano H et al., 1994). 
Interleuchine 
E’ stato analizzato anche il ruolo delle citochine nella ghiandola surrenalica, 
ma per quanto riguarda il carcinoma sono necessari studi più approfonditi. 
Alcune interleuchine, in particolare, l’IL-3 e l’IL-6, si sono dimostrate 
coinvolte nella produzione degli ormoni steroidei e nella proliferazione delle 
cellule della corteccia surrenalica. Attraverso il suo recettore, l’IL-3 è capace di 
mediare la produzione di steroidi, che è risultata essere dipendente dalla via di 
segnalazione della lipo-ossigenasi: trattando le cellule surrenaliche con 
l’indometacina si determina infatti un blocco dell’azione citochinica. L’IL-6 agisce 
in maniera simile, ma l’effetto è mediato dalla via di segnalazione della ciclo-
ossigenasi (Michl P et al., 2000; Weber MM et al., 1997). 
 Il fattore steroidogenico 1 (SF-1) 
L’SF-1 è un fattore di trascrizione nucleare, che svolge un ruolo 
determinante nello sviluppo e nella funzionalità dei tessuti steroidogenici e 
nella regolazione dell’espressione dell’enzima steroidogenico citocromo p450 
nella corteccia surrenalica (Schimmer BP et al., 2010; Lalli E, 2010). Sia negli 
ACC pediatrici che in quelli adulti è stata ampiamente dimostrata 
un’iperespressione di SF-1, e questo fornisce una prova della presenza di una 
correlazione con la tumorigenesi corticosurrenalica (Pianovski MA et al., 2006; 
Figueiredo BC et al., 2005). L’iperespressione di questo fattore trascrizionale 





surrenalici, ma, a livello delle cellule tumorali surrenaliche, le sue funzioni si 
associano piuttosto alla modulazione della proliferazione cellulare e all’apoptosi 
anzichè alla steroidogenesi  (Almeida MQ et al., 2010;Doghman M et al., 2007). 
Recentemente, il gruppo di Almeida (Almeida MQ et al., 2010) ha valutato 
l’espressione proteica di SF-1 in una coorte di pazienti pediatrici ed adulti e ha 
confermato una maggior frequenza di amplificazione genica e di 
iperespressione di SF-1 nei tumori pediatrici rispetto agli adulti: negli adulti, 
quindi, l’espressione di questo fattore potrebbe essere causata da meccanismi 
addizionali oltre all’amplificazione genica (Almeida MQ et al., 2010). E’ stato 
inoltre dimostrato che l’aumentata espressione di SF-1 promuove la 
proliferazione di cellule umane di tumore corticosurrenalico in vitro e innesca 
la tumorigenesi nei topi (Doghman M et al., 2007; Lichtenauer UD et al., 2007). 
inoltre, la sua espressione come marker prognostico stadio-indipendente 
correla significativamente con un andamento clinico negativo in una coorte di 
ACC adulti (Sbiera S et al., 2010). 
Geni soppressori tumorali 
In contrasto agli oncogeni, i geni soppressori tumorali svolgono un effetto 
inibitorio sulla crescita cellulare e sulla sopravvivenza. In accordo all’ipotesi “2-
colpi” di Knudson (Knudson AG Jr, 1971), entrambi gli alleli di un gene 
soppressore tumorale devono essere inattivati affinchè il gene in questione 
prenda parte al processo di tumori genesi. In coloro che presentano una forma 
ereditaria di malattia, il primo colpo è costituito da una mutazione a livello 
germinale e pertanto presente in tutte le cellule del corpo; il secondo colpo 
consiste in una mutazione o in una delezione nel rimanente allele wild-type che 
si verifica a livello somatico e che predispone di conseguenza alla formazione del 
tumore. 
 Il gene TP53 
L’ oncosoppressore tumorale TP53 rappresenta il gene più frequentemente 
mutato nei tumori umani (Hollstein M et al., 1991): mutazioni somatiche a 
carico di questo gene si riscontrano in circa la metà di tutti i tumori umani 
(Brosh R and Rotter V, 2009; Vogelstein B et al., 2000). Il gene TP53 è localizzato 
sul braccio corto del cromosoma 17 (17p13) e codifica una proteina di 393 
aminoacidi, p53, che agisce come fattore trascrizionale, regolando l’espressione 
di una grande varietà di geni, tra cui p21, mdm1, gadd45, ciclina G, bax, IGF2, 
IGFBP2 e IGFBP3. (Levine AJ, 1997). TP53 agisce controllando la crescita 





innescata da stress genotossico (ad esempio fattori carcinogenici o raggi X) o da 
stress non genotossico come l’ipossia, induce l’espressione di geni target 
coinvolti nell’arresto del ciclo nella fase G1/S e  nell’apoptosi (Pluquet O and 
Hainaut P, 2001). Mutazioni a livello germinale del gene TP53 sono presenti 
generalmente nelle regioni altamente conservate degli esoni 5-8 (Frebourg T et 
al., 1995), e si sono riscontrate anche negli ACC sporadici, con una frequenza 
del 20-27% (Ohgaki H et al., 1993; Reincke M et al., 1994). Inoltre, questa 
mutazione si ritrova nel 70% dei pazienti con Sindrome di Li-Fraumeni, tra i 
quali la frequenza degli ACC è pari al 4% (Varley JM et al., 1999; Hisada M et 
al., 1998). Mutazioni somatiche di TP53 sono state riscontrate in un 20-35% dei 
casi di ACC sporadici negli adulti, (Reincke M et al., 1994; Libe R et al., 2007): 
studi di trascrittomica hanno permesso di progredire nella comprensione del 
ruolo di p53 nello sviluppo degli ACC sporadici, portando all’identificazione di un 
sottogruppo di ACC con caratteristiche di elevata aggressività in cui sono più 
frequenti mutazioni a carico di TP53 e risultano sottoespressi i geni regolati 
dall’oncosoppressore (quali RRM2B, TP53INP1, MDM2) (Ragazzon B et al., 2010). 
Si pensa quindi che la mutazione a livello di questo gene rappresenti un evento 
tardivo nell’evoluzione della trasformazione maligna negli ACT sporadici. 
La maggioranza delle mutazioni di TP53 si sviluppa a livello del dominio di 
legame al DNA, mentre sono meno comuni quelle a carico del dominio di 
oligomerizzazione (Lomax ME et al., 1998); tra queste ultime, è stata 
ampiamente studiata la mutazione R337H, che si riscontra comunemente come 
mutazione germinale nei bambini con ACC nel Sud del Brasile (Ribeiro RC et al., 
2001): tra i portatori della mutazione, uno su dieci  sviluppa ACC. In questi casi, 
si verifica una perdita di eterozigosità (LOH) sull’allele wild-type, con la 
conservazione dell’allele mutato R337H (Figueiredo BC et al., 2006). Sono state 
descritte anche altre numerose mutazioni missense (Chompret A et al., 2000), 
così come mutazioni nonsenso e delezioni di TP53 (Ohgaki H et al., 1993; 
Reincke M et al.,1994; Sidhu S et al., 2005; Rossbach HC et al., 2008; Barzon L 
et al., 2001). 
La perdita di eterozigosità sul braccio corto del cromosoma 17 è stata 
ritrovata nell’80% degli ACC, ma non sempre correla con la presenza della 
mutazione TP53 (Libe R et al., 2007; Gicquel C et al., 2001): questo porta ad 
ipotizzare la presenza di un altro soppressore tumorale a livello di questo locus.  
Nella linea cellulare di tumore corticosurrenalico, H295R, p53 svolge un 





regolazione dell’espressione dei geni codificanti la 3-idrossisteroidodeidrogenasi 
(3HSD) e la proteina StAR (steroidogenic acute regulatory protein). 
 MEN1 
Il gene MEN1, localizzato sul braccio lungo del cromosoma 11 (11q13), svolge 
la funzione di soppressore tumorale. Mutazioni a carico di uno dei nove esoni 
codificanti predispone alla neoplasia endocrina multipla: in circa il 90% delle 
famiglie affette da MEN1 è stata trovata una mutazione germinale inattivante, e 
tra queste, nel 25-40% dei casi i pazienti sviluppano tumori corticosurrenalici 
e/o iperplasia (Kjellman M et al., 1999; Schulte KM et al., 2000). Sono piuttosto 
rare anche le mutazioni somatiche del gene MEN1 nei tumori corticosurrenalici 
(Heppner C et al., 1999; Schulte KM et al., 2000), mentre la perdita di 
eterozigosità sul braccio lungo del cromosoma 13 è stata invece riscontrata in 
oltre l’80% degli ACC (Kjellman M et al., 1999): ciò suggerisce che all’interno di 
questa regione cromosomica potrebbe essere presente qualche altro gene 
soppressore tumorale coinvolto nella tumorigenesi. In alternativa, la LOH del 
locus 11q13 potrebbe riflettere un fenomeno globale di instabilità cromosomica, 
dal momento che larghe porzioni del cromosoma 11 vengono frequentemente 
perse. 
 Il gene PRKAR1A 
La subunità regolatoria R1A della protein chinasi A (PRKAR1A) è una 
componente fondamentale della via di segnalazione dell’AMP ciclico che è 
coinvolta nella tumorigenesi endocrina (Bertherat J, 2001; Bossis I et al., 2004). 
Questo gene, che è localizzato sul locus 17q22-24, è implicato nello sviluppo di 
una sindrome ereditaria, denominata il Complesso di Carney (CNC) (Kirschner 
LS et al., 2000a,b). Mutazioni germinali inattivanti di questo gene sono state 
ritrovate in circa il 45-65% delle famiglie con CNC (Kirschner LS et al., 2000b; 
Veugelers M et al., 2004). E’ stata dimostrata la presenza di mutazioni 
somatiche a carico di questo gene in adenomi corticosurrenalici sporadici 
secernenti, così come il fenomeno di LOH a livello del locus 17q22-24; negli ACC, 
invece, le delezioni sembrano coinvolgere un’ estesa porzione del braccio lungo 
del cromosoma 17, e questo suggerisce che eventuali alterazioni di PRKAR1A 
svolgano solamente un ruolo minore nella crescita dei tumori corticosurrenalici 
maligni (Bertherat J et al., 2003). 
 Il recettore dell’ACTH  
Il recettore dell’ACTH (ACTH-R) appartiene alla superfamiglia dei recettori a 





composta da tre diverse catene polipeptidiche (,  e ) ed è responsabile della 
trasduzione del segnale transmembrana in seguito all’attivazione dell’ACTH-R 
da parte del ligando. L’attivazione del recettore, chiamato MC2R, causa la 
dissociazione della proteina G stimolatoria eterotrimerica (Gs), con conseguente 
rilascio della subunità  e stimolazione dell’adenil-ciclasi; questo enzima,  a 
sua volta, determina la produzione di AMP ciclico (cAMP) dall’ATP. L’AMP 
ciclico si lega a questo punto alla subunità regolatoria della PKA causando il 
rilascio delle subunità catalitiche con conseguente trasduzione del segnale 
attraverso la fosforilazione, e quindi l’attivazione, dei fattori di trascrizione 
responsabili dell’induzione dell’espressione genica degli enzimi coinvolti nella 
steroidogenesi. 
L’interazione dell'ACTH con il suo recettore MC2R è anche alla base della 
differenziazione delle cellule progenitrici in cellule corticoidi secernenti: 
bloccando il recettore, si determinano atrofia della corticale surrenalica e 
riduzione della produzione di glucocorticoidi ed aldosterone (Chida D et al., 
2007).  
Sono state trovate poche mutazioni a livello di questa via di segnalazione 
nei tumori corticosurrenalici, (Light K et al., 1995; Latronico AC et al., 1995): 
ciò suggerisce che l’attivazione dell’ACTH-R e della via di segnalazione a valle 
sia implicata nella differenziazione cellulare e nella secrezione degli ormoni 
steroidei piuttosto che nella progressione tumorale. 
Un ulteriore sostegno a questo paradigma deriva da uno studio di Reincke e 
collaboratori (Reincke M et al.,1997), in cui viene esaminata la perdita allelica 
dell’ACTH-R in 16 tumori benigni e in 4 tumori maligni: la LOH è stata 
osservata in due dei quattro tumori, ma non negli adenomi iperfunzionanti; 
l’espressione del recettore invece, valutata sulla base della quantizzazione del 
messaggero corrispondente, sembra essere upregolata in adenomi 
corticosurrenalici funzionanti e downregolata in adenomi non funzionanti e 
negli ACC (Reincke M et al.,1997; 1998). Questi dati suggeriscono quindi un 
ruolo del recettore nel processo di de-differenziazione cellulare che caratterizza 
questi tumori. 
 Il gene p16 
Il gene soppressore tumorale p16 è localizzato all’interno della regione 
cromosomica 9p21 ed è interessato frequentemente da mutazioni nelle linee 
cellulari di tumori maligni umani. P16 codifica un inibitore delle ciclina chinasi 





cellulare dalla fase G1 alla fase S. Da uno studio del 1999 è emerso che la 
perdita di eterozigosità sul locus 9p21 è presente in quasi la metà degli ACC 
considerati (tre su sette) e l’immoistochimica per p16 eseguita successivamente 
ha mostrato assenza di colorazione nei tumori con LOH: questi risultati 
spingono ad attribuire a questo gene un ruolo nella progressione dei tumori 
corticosurrenalici (Pilon C et al., 1999), tuttavia studi successivi non hanno 
confermato questi risultati. Sono quindi necessari ulteriori approfondimenti per 
chiarire il ruolo di p16 nella tumorigenesi surrenalica. 
2.6.4. Vie di segnalazione coinvolte negli act 
Beta-catenina 
La via di segnalazione di Wnt svolge un ruolo importante nello sviluppo della 
corteccia surenalica, e la b-catenina è una componente chiave di questa via di 
segnalazione (Kim AC et al., 2008). Wnt si lega al suo complesso recettoriale e 
inibisce così l’attivazione del complesso di degradazione della -catenina 
composto da axina, proteina APC (Adenomatous Polyposis Coli) e dalla glicogeno 
sintasi chinasi 3b (GSK-3): questo porta ad un blocco della fosforilazione della -
catenina da parte della GSK-3 e ad un suo conseguente accumulo nel 
citoplasma. In seguito alla traslocazione nel nucleo, la -catenina è disponibile 
per il legame con la famiglia dei fattori di trascrizione TCF/LEF (T Cell 
Factor/Lymphoid Enhancer Factor) e con le proteine Smad ed il fattore SF-1 
(Steroidogenic Factor 1) nelle cellule ad attività steroidogenica (Gummow BM et 
al., 2003), e induce l’espressione genica di geni target di Wnt (Cadoret A et al., 
2002; El Wakil A et al., 2011). Quando la via non è attivata, la quantità di β-
catenina viene mantenuta bassa (è attivo il complesso di degradazione, che 
media una degradazione proteasoma-dipendente) e la sua localizzazione è a 







Figura 6: Rappresentazione schematica della via di segnalazione di Wnt. Tratta da Soon PSH et al., 2008, The Oncologist. 
 
Alterazioni genetiche di questa via di segnalazione sono state inizialmente 
identificate nella poliposi adenomatosa familiare, FAP (familial adenomatous 
polyposis coli) ed estese successivamente a vari tipi di tumore (Kikuchi A, 2003); 
pazienti affetti da FAP, portatori di mutazioni germinali attivanti a carico del 
gene APC, possono sviluppare tumori corticosurrenalici (Blaker H et al., 2004), 
ma un’aberrante attivazione della via di segnalazione di Wnt è stata osservata 
anche negli ACT sporadici: in un sottogruppo di questi tumori, le mutazioni 
somatiche a carico del gene della -catenina (CTNNB1) determinano una 
riduzione o una completa inibizione della fosforilazione della -catenina da parte 





normalmente degradata dal sistema dell’ubiquitina-proteasoma (Soon PS et al., 
2008). L’accumulo della b-catenina è stato osservato frequentemente negli ACT 
sia benigni che maligni (Gauloux S et al., 2008; Tadjine M et al., 2008) ma 
mediante studi di immunoistochimica, è stato visto che negli ACC è presente con 
maggior frequenza una distribuzione anomala della b-catenina rispetto agli ACA. 
Negli ACC, inoltre, risultano iperespressi molti dei geni target della segnalazione 
di Wnt rispetto a quanto accade negli ACA (de Fraipont F et al., 2005; Velázquez-
Fernández D et al., 2005; Slater EP et al., 2006; Giordano TJ et al., 2009; de 
Reyniès A et al., 2009). Tuttavia, poiché le mutazioni di CTNNB1 non si 
riscontrano in tutti i casi di ACT positivi per la β-catenina nucleare, soprattutto 
per quanto riguarda gli adenomi, è probabile che esistano ulteriori meccanismi 
legati all'attivazione di Wnt in grado di determinare una stabilizzazione 
costitutiva della β-catenina e di promuovere lo sviluppo e la progressione 
tumorali. Inoltre, il fatto che le stesse mutazioni siano presenti sia negli adenomi 
che negli ACC suggerisce che alterazioni della via di segnalazione Wnt/β-
catenina non siano sufficienti per la formazione del carcinoma, pur rimanendo 
un fattore importante per il suo sviluppo: è stato, infatti, osservato che nelle 
cellule tumorali della linea H295R, presentanti una mutazione attivante della β-
catenina, l'uso di un inibitore dei suoi effetti trascrizionali (PKF115-584) non 
solo determina un blocco della trascrizione dipendente dalla -catenina e una 
inibizione della proliferazione cellulare ma annulla anche l’effetto degli 
aumentati livelli di SF-1 sulla proliferazione di queste cellule (Doghman M et al., 
2008). Gli antagonisti della -catenina rimangono tuttora in fase di studio 
preclinico e rimane da dimostrare la loro efficacia per il trattamento dell’ACC. E’ 
stato recentemente dimostrato che l’attivazione costitutiva della -catenina in 
topi transgenici porta allo sviluppo di tumori benigni aldosterone-secernenti e 
promuove lo sviluppo di tumori surrenalici (Berthon A et al., 2010): Ragazzon e 
collaboratori hanno suggerito che la presenza di alterazioni a livello di questa via 
di segnalazione rappresenti un fattore prognostico infausto negli ACC. (Ragazzon 
B et al., 2010). 
Il sistema IGF 
Il sistema dell’IGF è coinvolto nello sviluppo della corteccia surrenalica, dove 
svolge la funzione di promuovere la crescita cellulare e la differenziazione, ed è 
composto da due ligandi peptidici (IGF1 e IGF2), due recettori per l’IGF (IGF1R e 
IGF2R o recettore del mannosio 6-fosfato catione-indipendente) e sei proteine ad 
alta affinità di legame (proteine di legame IGF 1-6) (Hoeflich A et al., 2001; 






Figura 7: Via di segnalazione dell’IGF.  
 
Sia l’IGF1 che l’IGF2 sono in grado di indurre la steroidogenesi nelle cellule 
della corteccia surrenalica in vitro e in vivo, ma non è stata dimostrata 
un’iperespressione dell’IGF1 negli ACC sporadici (Boulle N et al., 1998); di fatto, 
l’IGF2 è il gene maggiormente up-regolato nell’80-90% degli ACC, se comparati 
con gli ACA e con la corteccia surrenalica normale (de Fraipont F et al., 2005; 
Giordano TJ et al., 2003): livelli di espressione più alti sono stati associati con 
un fenotipo più maligno e con un maggiore rischio di sviluppare recidive (Boulle 
N et al., 1998; Gicquel C et al., 2001). Gli effetti dell’IGF2 sono limitati ai tumori, 
mentre a livello plasmatico le concentrazioni del fattore di crescita rimangono 
generalmente all’interno del range normale.  
Gli effetti proliferativi dell’IGF-II sono mediati dal recettore del fattore di 
crescita 1 simile all’insulina (IGF1R), che è risultato anch’esso iperespresso nella 
maggior parte degli ACC (Weber MM et al., 1997), soprattutto nei casi pediatrici 
(Logie et al., 1999; Almeida et al., 2008; Doghman et al., 2010). Recentemente, 
Doghman e collaboratori hanno confermato l’iperespressione del recettore negli 
ACT pediatrici mostrando che la down-regolazione del miR-100 è uno dei 
meccanismi che sono alla base di questo fenomeno (Doghman M et al., 2010). 
Gli effetti biologici dell’IGF2 sono modulati in vivo da sei proteine di legame 
dell’IGF (IGFBP), che regolano negativamente o positivamente i fattori di crescita 
del sistema IGF in relazione alla loro quantità e affinità: cellule H295R e tumori 





di IGFBP-2 (Boulle N et al., 1998), suggerendo un ruolo di questa proteina di 
legame nella regolazione degli effetti dell’IGF2 negli ACC. Inoltre, è stato 
dimostrato che i livelli di IGFBP2 correlano con lo stadio tumorale negli ACC 
(Boulle N et al., 2000). 
La via di segnalazione di ACTH-cAMP-PKA 
La via di segnalazione dell’adenilato ciclasi-ACTH è risultata coinvolta nella 
patogenesi degli ACT per diversi motivi. Il primo è che sono state ritrovate 
mutazioni attivanti dei componenti della via di segnalazione dell’adenilato ciclasi 
anche a livello di altri disordini endocrini umani, come l’adenoma tiroideo e 
l’acromegalia (Lyons J et al., 1990). In secondo luogo, esiste una correlazione tra 
i livelli di ACTH circolante e le dimensioni della ghiandola surrenalica, come è 
stato osservato in pazienti con iperplasia surrenale congenita (CAH) o con 
sindrome di Cushing (Rosenberg D et al., 2002). Infine, pazienti con CNC e MAS 
sono portatori di mutazioni a livello dei geni PRKAR1A e GNAS rispettivamente: 
entrambi i prodotti di questi geni sono componenti della via di segnalazione di 
cAMP (Kirschner LS et al., 2000; Lumbroso S et al., 2002). 
 
 







EGFR e la via di segnalazione RAS-RAF-MEK 
Il ruolo della cascata di segnalazione del fattore di crescita epidermico (EGF) 
è stata largamente documentata in molti tipi di tumore, compresi i tumori al 
seno, al polmone e pancreatici. IL sistema EGF è stato studiato in un numero 
ristretto di tumori surrenalici, e l’espressione Uno studio abbastanza recente di 
Kotoula e collaboratori (Kotoula V et al., 2009) prende in considerazione la 
frequenza delle mutazioni del recettore dell’EGF (EGFR) e delle componenti 
immediatamente a valle del recettore negli ACC: in una casistica di ACC sono 
state identificate mutazioni nei componenti della via di segnalazione in 7 
campioni su 35 (20%); tra di essi, due campioni sono risultati portatori di 
mutazioni del gene BRAF, quattro di mutazioni in EGFR, un campione aveva 
mutazioni di KRAS, e un altro campione due differenti mutazioni in NRAS. 
Questi dati necessitano di ulteriori conferme ma sono utili per comprendere 
l’importanza dello studio delle interazioni tra diverse vie di segnalazione, senza il 
quale non sarebbe possibile ottenere una visione completa dei meccanismi alla 











2.6.5. Profili di espressione genica 
Gli studi di espressione genica globale hanno lo scopo di identificare 
biomarkers che possano rivelarsi utili a livello diagnostico e prognostico e 
costituire dei nuovi potenziali target terapeutici. Gli ACA e gli ACC possiedono 
due differenti profili di espressione (Giordano TJ et al., 2003,2009; de Fraipont F 
et al., 2005; de Reyniès A et al., 2009). Il gruppo di de Fraipont e collaboratori 
ha identificato un cluster di geni che discrimina correttamente gli ACA dagli 
ACC: in particolare, nel loro studio è stato osservato che elevati livelli di 
espressione di geni coinvolti nelle vie di segnalazione dei fattori di crescita e della 
proliferazione cellulare, (i cosiddetti IGF2-cluster), caratterizzano il gruppo degli 
ACC, ed elevati livelli di espressione dei geni coinvolti nella steroidogenesi (il 
cluster steroidogenico) sono caratteristici degli ACA (de Fraipont F et al., 2005). 
In maniera analoga, il gruppo di Giordano e collaboratori ha dimostrato che i 
profili di espressione di 22 ACA e 33 ACC sono notevolmente diversi. Sono stati 
inoltre correlati i profili di espressione genica degli ACC con l’andamento clinico: 
Giordano e collaboratori hanno osservato che tumori con un alto grado istologico 
sono distinti a livello trascrizionale dai tumori a basso grado e i due gruppi 
mostrano differenti tassi di sopravvivenza; nel gruppo ad andamento sfavorevole, 
risultano overespressi i geni del ciclo cellulare e quelli della cosiddetta 
“aneuploidia funzionale” (Giordano TJ et al., 2009). Un altro studio di de Reyniès 
e collaboratori ha confermato la distinzione tra il gruppo degli ACA e quello degli 
ACC attraverso la cluster analysis, suddividendo il gruppo degli ACC in 
sottogruppi con andamenti clinici differenti. Nel gruppo ad andamento negativo 
predominavano i geni correlati al controllo trascrizionale e al ciclo cellulare, 
mentre i geni correlati al metabolismo cellulare, al trasporto intracellulare, 
all’apoptosi e alla differenziazione caratterizzavano il gruppo con un andamento 
migliore. Successivamente, è stato riconsiderato il sottogruppo ad andamento 
negativo, e risuddiviso in base a tre diversi profili trascrizionali. In una di queste 
sottoclassi è stata individuata un profilo di inattivazione di TP53; nella seconda 
era evidente un profilo di attivazione di Wnt, mentre la terza era caratterizzata 
da un profilo trascrizionale che deve ancora essere identificato (Ragazzon B et 
al., 2010). E’ stato inoltre individuato un set di tre geni altamente predittivi 
dell’andamento clinico: combinando i livelli di espressione di BUB1B e di PINK1 
si è delineato un sottogruppo di ACC con tempi di sopravvivenza totale 
nettamente differenti, indipendentemente dallo stadio della malattia alla 
presentazione. In maniera simile, la combinazione dei livelli di espressione di 
DLG7 e PINK1 potrebbe identificare un sottogruppo con tempi di sopravvivenza 





al., 2009). Questi risultati sono stati successivamente validati in un’altra coorte 
di pazienti adulti, ma non nei pazienti pediatrici (Fragoso MC et al., 2012). 
Osservazioni più recenti hanno inoltre permesso di confermare precedenti studi 
a livello cromosomico: è stato visto che le regioni cromosomiche 12q e 5q 
risultano essere trascrizionalmente attive, mentre le regioni 11q, 1p e 17p sono 
represse (Giordano TJ et al., 2009).  
2.6.6. Epigenetica degli act 
Negli ultimi anni, con l’avanzamento delle tecniche di indagine a livello 
molecolare, ha acquistato sempre più importanza lo studio dei cambiamenti che 
possono verificarsi a livello epigenetico, che hanno mostrato la loro implicazione 
nella carcinogenesi e pertanto si sono rivelati utili per l’identificazione di nuovi 
markers diagnostici.  
Metilazione del DNA   
La modificazione epigenetica meglio caratterizzata è costituita dalla 
metilazione del DNA, che prevede l’aggiunta di un gruppo metilico sull’anello 
pirimidinico delle citosine o sull’anello purinico delle adenine, e normalmente 
interessa i nucleotidi CpG. In una cellula normale, agisce come meccanismo 
regolatorio per una corretta espressione genica, ma è coinvolta anche in 
numerosi processi cellulari come l’apoptosi, il ciclo cellulare, il processo di 
riparazione del DNA danneggiato, la risposta a fattori di crescita, la trasduzione 
del segnale e l’architettura tumorale: essendo questi tutti processi implicati 
anche nella tumorigenesi e nella progressione tumorale, ci sono sempre maggiori 
evidenze che la metilazione del DNA, insieme a modificazioni genetiche, possa 
essere una delle cause di alterazione dei pattern di espressione genica che danno 
luogo alla tumorigenesi (Esteller M, 2008; Das PM and Singal R, 2004; Wright 
KD and Gilbertson RJ, 2010). Studi iniziali sulla metilazione del DNA negli ACT, 
incentrati su singoli geni, hanno dimostrato che la metilazione a livello del 
promotore di H19 è coinvolta nella alterata espressione dei geni H19 e IGF2 negli 
ACC (Gao ZH et al., 2002); la metilazione del promotore di TP53, invece, non 
sembra essere implicata negli ACC benché lo sia in vari tipi di tumore (Sidhu S 
et al., 2005). Tre studi recenti hanno preso in considerazione la metilazione del 
DNA dell’intero genoma. Fonseca e collaboratori, studiando i livelli di metilazione 
del DNA di 27,578 isole CpG in 6 corteccie surrenali normali, 27 ACA e 15 ACC, 
hanno dimostrato una significativa ipermetilazione dei geni soppressori 
tumorali, dei geni regolatori del ciclo cellulare e dell’apoptosi, come CDKN2A, 





sono risultati inoltre inversamente correlati ai livelli di espressione del 
messaggero, come atteso (Fonseca AL et al., 2012). Confrontando quindi gli ACT 
benigni con i maligni, sono state identificate 212 isole CpG significativamente 
ipermetilate negli ACC. Il gruppo di Rechache ha analizzato il metiloma del DNA 
di 19 surreni normali, 48 ACA, 8 tumori maligni primari e 12 metastatici e ha 
osservato un pattern di globale ipometilazione negli ACC, se comparati coi 
campioni di tessuto normale e tumorale benigno: i pattern di metilazione sono in 
grado di discriminare i tessuti in normali, benigni, maligni primari e metastatici; 
molte isole CpG sono risultate differenzialmente metilate nei campioni di ACC 
confrontati con campioni di tessuto benigno, in particolare quelle associate coi 
geni KCTD12, KIRREL, SYNGR1 e NTNG2 e quelle all’interno della regione 
cromosomica 11p15 che comprende i geni IGF2 e H19. Barreau e collaboratori, 
infine, in una casistica comprendente 51 ACC e 84 ACA, hanno identificato un 
sottogruppo di ACC caratterizzato da elevati livelli di metilazione dei promotori: 
geni come H19, GSTP1, GSTM1, GSTT1, PLAGL1, G0S2 e NDRG2 mostrano alti 
livelli di metilazione e risultano trascrizionalmente silenti. Il grado di metilazione 
di 553 geni è stato inoltre direttamente correlato con la prognosi (Barreau O et 
al., 2013), in particolare, è stata dimostrata una sovrapposizione tra i profili 
trascrizionali di prognosi infausta precedentemente identificati con i pattern ad 
alta metilazione. Il sottogruppo degli ACC a prognosi infausta che aveva 
mostrato il profilo molecolare di attivazione di TP53, è risultato quello con elevati 
livelli di metilazione; al contrario, l’altro sottogruppo di ACC a prognosi infausta, 
con il profilo trascrizionale di attivazione di Wnt, non ha mostrato elevata 
metilazione: questi risultati indicano la coesistenza di diversi meccanismi 
responsabili della disregolazione trascrizionale osservata in questi sottogruppi e 
rafforzano il concetto che gli ACC con fenotipo simile possono presentare 
meccanismi molecolari eterogenei coinvolti nella tumorigenesi (Barreau O et al., 
2013). 
Questi studi osservazionali sono il punto di partenza per una conoscenza più 
approfondita sul possibile ruolo della metilazione del DNA nella tumorigenesi 
dell’ACC. 
MicroRNA (miRNA) 
Il genoma umano viene trascritto allo scopo di produrre RNA codificanti e 
non codificanti (ncRNA) proteine. Per lungo tempo è stato sottovalutato il ruolo 
dei ncRNA, ma negli ultimi anni hanno acquisito maggior interesse dal momento 
che sono risultati essere coinvolti nello sviluppo di vari tipi di tumore, incluso l’ 





microRNA, una classe di RNA costituita da 18-25 nucleotidi conservati 
evolutivamente, che regolano l’espressione genica a livello post-trascrizionale 
andando ad agire direttamente sul messaggero, in particolare sulla sua stabilità 
e sulla sua traduzione. La funzione dei miRNA è quella di guidare il complesso di 
silenziamento RNA-indotto (RISC), un complesso multi-proteico che include un 
membro della famiglia proteica Argonauta legato direttamente al filamento del 
miRNA, all’estremità 3’UTR del messaggero target, attraverso l’appaiamento di 
basi (Pratt AJ and MacRae IJ, 2009; Czech B and Hannon GJ, 2011). Sono stati 
identificati molti miRNA implicati nella regolazione di diversi processi cellulari 
come la proliferazione, l’apoptosi e la differenziazione: una regolazione anomala 
dei miRNA, come un’iperespressione o una delezione, svolge un importante ruolo 
nei processi patologici, inclusi vari tipi di tumore (Cimmino A et al., 2005; 
Lujambio A and Lowe SW, 2012). Studi in vitro e in vivo hanno mostrato che 
alterazioni dei miRNA possono ripercuotersi su centinaia di geni target, con la 
possibile conseguente implicazione di numerose vie di segnalazione (Patterson 
EE et al., 2011). Un terzo dei geni codificanti sono regolati dai miRNA e, di 
conseguenza, cambiamenti a livello della loro espressione potrebbero essere 
associati con lo sviluppo e la progressione tumorale (Schmitz KJ et al., 2011). Gli 
effetti di una deregolazione dei miRNA in una cellula tumorale includono il 
silenziamento di geni soppressori tumorali, l’attivazione di diversi oncogeni e/o 
di fattori di crescita coinvolti nell’angiogenesi tumorale, nel processo di 
transizione epitelio-mesenchima e nello sviluppo di metastasi (Lujambio A and 
Lowe SW, 2012). I miRNA rappresentano inoltre dei buoni candidati per il ruolo 
di markers tumorali, dal momento che possono essere analizzati nei fluidi 
biologici, come plasma e urine, essendo più stabili del messaggero (Iorio MV and 
Croce CM, 2009; Ferracin M et al., 2010; Xiao YF et al., 2013). Il primo studio 
che si è occupato del ruolo dei miRNA deregolati negli ACC è stato condotto su 7 
ACC, 9 ACA cortisolo-secernenti, 10 ACA non secernenti e 10 campioni di 
tessuto surrenalico sano, utilizzando la PCR quantitativa (qPCR):  sono emerse 
differenze significative nell’espressione di 22 miRNA, di cui 14 sono risultati 
espressi preferenzialmente negli ACC; tra i miRNA upregolati sono stati descritti 
i miR-184, miR-210 e miR-503, mentre i miR-214, miR-375 e miR-511 sono 
risultati downregolati (Tombol Z et al., 2009). I livelli di miR-184, miR-503 e 
miR-511 sono in grado, da soli, di discriminare gli ACT benigni dai maligni (con 
una specificità tra l’80 e il 97%, e una sensibilità del 100%). Il miR-375, 
localizzato sul cromosoma 2q35, potrebbe influire sulla patogenesi dell’ACC 
attraverso un’interazione diretta con alcuni componenti della via di segnalazione 





maniera analoga, ha identificato una “firma di espressione” dei miRNA unica per 
gli ACC, individuando 14 miRNA upregolati e 9 downregolati; questo gruppo ha 
inoltre individuato un’ upregolazione significativa a livello di un nuovo miRNA, il 
miR-483 (con una sensibilità diagnostica dell’80% e una specificità del 100%), 
che è risultato significativamente upregolato anche negli ACC pediatrici, e una 
downregolazione del miR-195 e del miR-335 (Soon PS et al., 2009). Il miR-483 è 
localizzato sul cromosoma 11p15.5, e, più precisamente, all’interno del locus 
dell’IGF2: è stato quindi ipotizzato che una disregolazione di questo locus 
determini un’alterazione dell’espressione del miRNA (Soon PS et al., 2009; 
Patterson EE et al., 2011). Uno studio condotto da Ozata e collaboratori ha 
permesso di scoprire il potenziale oncogeno del miR-483 sulla linea cellulare di 
carcinoma corticosurrenalico, NCI-295R: esso agirebbe attraverso l’inibizione di 
geni coinvolti nel processo apoptotico, quali PUMA/BBC3. In questo studio è 
stato inoltre osservato che l’ inibizione dei miR-483-3p e miR-483-5p determina 
una significativa riduzione della proliferazione cellulare, mentre una 
downregolazione del miR-483-3p, ma non del miR-483-5p, ha come conseguenza 
un aumento dell’apoptosi. Per interpretare le conseguenze a livello biologico e 
clinico di questi risultati in vivo, gli autori hanno misurato i livelli di espressione 
della proteina PUMA in campioni tumorali, riscontrando una correlazione 
inversa con i livelli del miR-483-3p: ciò suggerisce un ruolo per questo miRNA 
come regolatore proapoptotico nell’ACC (Ozata DM et al., 2011). Dagli studi 
finora condotti, tuttavia, risulta che la maggior parte dei miRNA 
differenzialmente espressi negli ACC sono downregolati, e tra questi i più 
importanti sono costituiti dal miR-99a e dal miR-100: entrambi, secondo analisi 
di bioinformatica, hanno come target la regione 3’UTR di geni come IGF1R, 
RPTOR e FRAP1 (mTOR) ed è stata confermata anche a livello sperimentale una 
loro interazione con diversi componenti della via di segnalazione dell’IGF1 
(Doghman M et al., 2010). Infine, recentemente è stato valutato il ruolo dei 
miRNA come markers prognostici nei pazienti con ACC; studiando i profili di 
espressione dei miRNA in 6 ACA, 6 ACC non aggressivi e 6 ACC aggressivi, il 
gruppo di Chabre ha selezionato 8 miRNA (successivamente validati in un’altra 
casistica) e ha analizzato i livelli sierici di 5 di essi in 56 soggetti (19 controlli 
sani, 14 ACA, 9 pazienti con ACC non aggressivi e 14 con ACC aggressivi): è 
emerso che nei pazienti con ACC i livelli sierici del miR-195 e del miR-335 sono 
diminuiti rispetto ai pazienti sani e a quelli con ACA. Da notare il fatto che 
sebbene i livelli tissutali del miR-483-5p siano risultati aumentati nella maggior 
parte degli ACC, i suoi livelli sierici siano elevati solamente nei pazienti con ACC 





sono associati con una più breve sopravvivenza libera da malattia e anche una 
più breve sopravvivenza totale (Chabre O et al., 2013). Lo studio dei miRNA, in 
conclusione, sembra essere un valido approccio per l’individuazione di possibili 
biomarkers negli ACC, dal momento che sono stati messi a punto metodi di 
detezione sensibili e non invasivi; in particolare, i miR-483-p e miR-195 
potrebbero costituire dei promettenti biomarkers con valore prognostico 
altamente specifico per l’andamento clinico nei pazienti con ACC (Raymond VM 
et al., 2013; Chabre O et al., 2013; Etheridge A et al., 2011). 
2.6.7. Mantenimento omeostatico e cancro 
La comprensione del normale sviluppo e dell’omeostasi di un organo è 
essenziale per caratterizzare a livello molecolare il tumore che interessa l’organo 
stesso: esiste infatti un unico codice di espressione genica tessuto-specifico che 
caratterizza sia la cellula normale che quella tumorale (Harari A and Hinabnet 
WB, 2011). A livello della surrene ci sono geni comuni alla ghiandola surrenale 
fetale e ai tumori surrenalici che risultano up- o downregolati se confrontati con 
la ghiandola surrenale adulta. Inoltre, la ghiandola surrenalica è costituita da 
cellule staminali/progenitori responsabili della ripopolazione centripeta della 
corteccia adulta (Kim AC et al., 2009): numerosi fattori coinvolti nella crescita 
omeostatica della ghiandola surrenale sembrano svolgere un ruolo anche nella 
tumorigenesi corticosurrenale. I geni identificati comprendono specifici fattori di 
crescita e regolatori chiave del ciclo cellulare, oltre che geni non associati in 
precedenza con la crescita o la funzionalità della ghiandola surrenalica. 
L’attivazione della via di segnalazione di Wnt/-catenina a livello delle cellule 
periferiche della corteccia definitiva è coinvolta come fattore cruciale nel 
mantenimento omeostatico della ghiandola, oltre che nella formazione e nello 
sviluppo della corticale stessa  (Kim AC et al., 2008). Due geni target della -
catenina, Dax-1 e inibina, che regolano la pluripotenza delle cellule staminali 
progenitrici corticosurrenali e il commissionamento corticosurrenale o gonadico, 
rispettivamente, hanno evidenziato l’importanza della via di segnalazione di Wnt 
nel mantenimento omeostatico della corteccia surrenalica.  
DAX-1 (dosage-sensitive sex reversal-adrenal hypoplasia congenital critical 
region on the X-chromosome) svolge un ruolo come inibitore della trascrizione 
genica Sf-1 mediata, in particolare degli enzimi steroidogenici (Crawford PA et 
al., 1998; Ito M et al., 1997; Yu RN et al., 1998). L’espressione di dax-1 è 





Inoltre, la -catenina e Sf-1 si legano al promotore di Dax-1, upregolando la sua 
espressione, e questo suggerisce che dax-1 agisca come mediatore degli effetti 
della -catenina per il mantenimento dello stato indifferenziato delle cellule 
staminali progenitrici sottocapsulari (Gummow BM et al., 2006; Jordan BK et 
al., 2001; Kim AC et al., 2008; Mizusaki H et al., 2003; Scheys JO et al., 2011). 
Oltre al ruolo nella mediazione del mantenimento della pluripotenza staminale, 
la via di segnalazione di Wnt induce il differenziamento delle cellule progenitrici 
verso un fenotipo corticosurrenale (o gonadico) attraverso la regolazione del gene 
inibina-. L’espressione di questo gene, membro della superfamiglia dei fattori di 
crescita e differenziamento TGF-, sembra essere indotta da una convergenza di 
Sf-1 e della -catenina sul suo promotore (Gummow BM et al., 2003). E’ stato 
dimostrato un coinvolgimento delle inibine, oltre che delle activine (anch’esse 
facenti parte della superfamiglia del TGF-), nella regolazione di diverse funzioni, 
quali la produzione di ormoni steroidei e l’apoptosi. Il gruppo di Beuschlein 
(Beuschlein F et al., 2004], in particolare, analizzando il ruolo di questi fattori 
nella tumorigenesi corticosurrenale, ha dimostrato un’overespressione del gene 
codificante l’inibina- negli adenomi surrenalici e in numerosi carcinomi, 
sebbene alcuni di questi mostrino una riduzione dell’immunoreattività per 
l’inibina-: questo dato potrebbe però essere in accordo con un suo potenziale 
ruolo di soppressore tumorale(Arola J et al., 2000). 
La trascrizione di questi due geni target della -catenina viene indotta a 
livello nucleare grazie alla formazione di un complesso trascrizionale tra la  -
catenina stessa e Sf-1 (Steroidogenic factor-1). Il coinvolgimento di Sf-1 nella 
proliferazione delle cellule corticosurrenali induce a supporre una potenziale 
deregolazione della sua espressione alla base dell’eziologia dell’ACC. Infatti, Sf-1 
è altamente upregolato nell’ACC, ed è stato visto che topi che overesprimono Sf-1 
sviluppano tumori corticosurrenalici derivati da cellule proliferanti 
sottocapsulari (Almeida MQ et al., 2010; Doghman M et al., 2007; Pianovski MA 
et al., 2006). Inoltre, questo fattore risulta essere prognostico per l’ACC, dal 
momento che una sua elevata espressione correla con una riduzione della 
sopravvivenza a 5 anni (Sbiera S et al., 2010). La funzione di Sf-1 nella corteccia 
surrenalica è mediata anche da due membri della famiglia dei fattori di 
trascrizione GATA, GATA-4 e GATA-6, che sono implicati nella regolazione di 
espressione genica, differenziazione, proliferazione cellulare e apoptosi, e che 
sono espressi in maniera differenziale nel tessuto corticosurrenalico fetale ed 
adulto (Kiiveri S. et al., 2002). In particolare, GATA-4 è espresso a livello della 





nella steroidogenesi, quali inibina- , CYP17 e StAR (Tremblay JJ and Viger RS, 
2003); GATA-6, invece, è espresso dalla surrene adulta e partecipa anch'esso, 
sempre in sinergia con SF-1, all'induzione dell'espressione genica degli enzimi 
della steroidogenesi (StAR, CYP11A1,CYP17) (Jimenez P. et al, 2003; Tremblay 
JJ and Viger RS, 2003). Esso è, infatti, il fattore specifico per la differenziazione 
verso tessuto surrenalico, mentre GATA-4, la cui espressione è sotto il controllo 
dell'ormone ipofisario LH, è in grado di indirizzare la differenziazione dei 
progenitori sub-capsulari verso tessuto gonadico (Looyenga BD and Hammer 
GD, 2006). La presenza del mRNA e della proteina GATA-4 è stata riscontrata sia 
in casi di adenomi che di ACC, ed è stata associata ad un comportamento 
maggiormente aggressivo del tumore, mentre l'espressione di GATA-6 risulta 
generalmente diminuita nei tumori corticosurrenalici, ma è maggiore negli 
adenomi rispetto ai carcinomi (Barbosa AS et al., 2004; Kiiveri S et al., 2004, 
2005).  
Nell'ambito del mantenimento omeostatico della ghiandola surrenale, sono 
coinvolti altri due fattori fondamentali: Pod1 e Pref1. 
Pod1 (Tcf21, capsulina ed epicardina) è un fattore espresso a livello delle 
cellule periferiche della corteccia surrenalica (Quaggin SE et al., 1998; Tamura 
M et al., 2001) che ha dimostrato la capacità di sopprimere l’attività 
trascrizionale di Sf-1, probabilmente regolandone direttamente l’espressione 
all’interno della capsula surrenalica (Cui S et al., 2004; Tamura M et al., 2001). 
Questo fattore è risultato essere downregolato negli ACC, oltre che in numerosi 
tipi di tumore (Arab K et al., 2011; Giordano TJ et al., 2009; Smith LT et al., 
2006). 
Pref1 (Pre-adipocyte factor 1) (Pref1/Dlk1/FA1/PG2/ZOG), una proteina 
transmembrana che condivide alcune caratteristiche strutturali con la classe dei 
ligandi e recettori di Notch, rappresenta un mediatore cruciale del mantenimento 
dei progenitori adipocitari indifferenziati (preadipociti) (Smas CM and Sul HS, 
1993), ma  sembra essere un fattore importante anche nel mantenimento dello 
stato di quiescenza di numerosi tipi di cellule staminali progenitrici, comprese 
quelle all’interno della corteccia surrenalica, dal momento che è stata  
identificata anche a livello periferico della corteccia della ghiandola surrenale 
adulta (Floridon C et al., 2000; Okamoto M et al., 1997). L’espressione di Pref1 e 
della -catenina nella periferia della corteccia surrenale e il loro coinvolgimento 
nel mantenimento della nicchia staminale rafforzano l’ipotesi che questo possa 
costituire uno dei primi step verso la tumorigenesi corticosurrenale. Il gruppo di 
Turanyi, analizzando 32 ACA e 5 ACC, ha identificato l’espressione di Pref1 nel 





clinici che permettano di discriminare gli ACA dagli ACC (Turanyi E et al., 2009). 
Sono quindi necessari ulteriori studi per capire se l’espressione di Pref1 possa 
svolgere un ruolo cruciale nella tumorigenesi corticosurrenale. 
La crescita e il funzionamento della ghiandola surrenalica sono regolate 
anche da un rimodellamento strutturale e funzionale della zona fetale, durante il 
quale è necessario mantenere un equilibrio tra i processi di proliferazione, 
apoptosi e differenziamento. La funzionalità della corteccia surrenalica è 
determinata, in ultima analisi, dal numero e dall’attività steroidogenica delle 
cellule corticosurrenali. Normalmente le cellule vanno incontro ad un numero 
finito di divisioni, fino ad entrare in uno stato chiamato “senescenza replicativa”, 
caratterizzato da un progressivo accorciamento dei telomeri, le strutture 
specializzate che si trovano all’estremità dei cromosomi; i telomeri hanno la 
funzione di stabilizzare i cromosomi durante il processo mitotico, prevenire le 
ricombinazioni aberranti e la degradazione delle estremità cromosomiche 
dall’attività degli enzimi. In alcuni tipi cellulari, quali le cellule del 
compartimento staminale, i gameti e le cellule ad elevato tasso mitotico, 
comprese quelle tumorali, la lunghezza dei telomeri viene mantenuta grazie 
all'attività dell'enzima telomerasi, un complesso ribonucleoproteico, 
comprendente una trascrittasi inversa (TERT) ed uno stampo ad RNA (TERC), 
che catalizza l'aggiunta di ripetizioni telomeriche all'estremita 3' di ciascun 
cromosoma (Bekaert S et al., 2004; Cohen SB et al., 2007). Nelle normali cellule 
surrenaliche adulte tale attività viene persa, per cui i telomeri si accorciano ad 
ogni divisione cellulare, con conseguente declino del potenziale replicativo (Yang 
L et al., 2001). Tuttavia, è stato osservato che, ripristinando l'attività 
telomerasica attraverso la trasfezione della componente hTERT ad attività 
trascrittasica inversa, si previene l'accorciamento dei telomeri e le cellule vanno 
incontro a rapida proliferazione; alcontrario, cellule corticosurrenaliche 
tumorigeniche perdono progressivamente leproprie caratteristiche di malignità 
quando private della stessa attività telomerasica (Sun B et al, 2004). Inoltre, per 
quanto riguarda l'ACC, è stato osservato che l'attività telomerasica risulta 
significativamente più elevata nei carcinomi rispetto agli adenomi ed è correlata 
alle dimensioni del tumore (Mannelli M et al., 2000). 
2.7. Modelli cellulari 
Le colture primarie di cellule corticosurrenaliche sono indispensabili per lo 
studio dei meccanismi alla base dei diversi aspetti fisiologici e patologici della 





per la realizzazione di modelli animali di xenotrapianto. Tuttavia, esistono delle 
limitazioni all'utilizzo di tali colture primarie come modelli in vitro, legate 
soprattutto alle difficoltà di isolamento delle cellule corticosurrenaliche e ai 
fattori di variabilità connessi ai soggetti donatori. Le linee cellulari generalmente 
utilizzate sono quelle ottenute a partire da carcinomi corticosurrenalici (Rainey 
WE et al., 2004; Wang T and Rainey WE, 2012) tra le quali: 
 NCI-H295. Sono cellule derivate da un paziente con diagnosi di ACC e 
sono in grado di produrre vari tipi di steroidi, tra cui mineralcorticoidi, 
glucocorticoidi e androgeni (Gazdar AF et al., 1990). A partire da queste cellule, 
che mostravano originariamente una crescita lenta e la formazione di clusters 
cellulari, sono derivate le linee H295R, in grado di crescere come un monostrato 
in adesione (Rainey WE et al., 2004); 
 
Figura 10: Cellule H295R al microscopio (ingrandimento 10X). 
 SW13. E' una linea cellulare derivata da un ACC a piccole cellule, priva 
del fenotipo steroidogenico (Leibovitz A et al., 1973); 
 
Figura 11: Cellule SW13 al microscopio (ingrandimento 10X). 
 
 CAR47. Si tratta di una linea cellulare derivata dalle ghiandole surrenali 
di un paziente affetto dalla Sindrome di Carney e portatore di una mutazione 





usate principalmente per lo studio della via di segnalazione  cAMP/PKA, 
coinvolta anche nella tumorigenesi surrenalica (Almeida MQ and Stratakis CA, 
2011); 
 ACT-1. Sono cellule derivate da un ACC, in grado di esprimere l'enzima 
HSD3B2 ma prive della capacità di produrre qualsiasi tipo di steroidi 
corticosurrenalici (Ueno M et al., 2001); 
 RL-251. E' una linea cellulare derivata da una massa surrenalica e 
presentante un profilo cariotipico alterato, con numerose delezioni e 
traslocazioni; per quel che riguarda le funzioni corticosurrenaliche, mostrano 
una steroidogenesi atipica e risultano insensibili alla stimolazione con ACTH, ma 
secernono citochine appartenenti alla famiglia delle chemochine CXC, che 
possiedono attività angiogenica (Schteingart DE et al., 2001). 
2.8. Mitocondri e Cancro 
I mitocondri controllano numerose funzioni metaboliche e sintetizzano il 95% 
dell’energia metabolica della cellula. Nelle cellule tumorali, mutazioni a livello del 
genoma mitocondriale possono portare ad alterazioni della funzionalità dei 
complessi fra mitocondri e proteine nucleari, con conseguente accumulo delle 
specie reattive dell’ossigeno (ROS): i ROS possono portare un vantaggio 
proliferativo alle cellule e favorire così la crescita tumorale (Greaves LC et al., 
2012); mutazioni somatiche a livello del genoma mitocondriale, benchè esso sia 
di dimensioni notevolmente inferiori rispetto al genoma nucleare, possono quindi 
contribuire direttamente al processo di tumorigenesi. Già nel 1924, Otto 
Heinrich Warburg postulò l’ipotesi che il cancro e la crescita tumorale sono in 
parte causati da un cambiamento della modalità di generare energia da parte 
delle cellule. Nelle cellule normali, L’ATP viene generato principalmente dalla 
fosforilazione ossidativa del piruvato che si ottiene dalla scissione del glucosio 
durante il processo di glicolisi; il metabolismo delle cellule maligne, invece, si 
basa su un potenziamento dell’attività glicolitica a discapito del processo di 
respirazione anche in presenza di grandi quantità di ossigeno: questo fenomeno 
è stato definito “effetto Warburg” (Warburg O et al., 1924). Queste differenze 
metaboliche permettono alle cellule cancerose di adattarsi anche alle condizioni 
di severa ipossia che possono verificarsi all’interno dei tumori solidi. Si potrebbe 
così ipotizzare che queste variazioni dei processi metabolici siano un indice di 
mutazioni a livello di alcuni geni coinvolti nella relazione tra nucleo e mitocondri 





il principale fattore coinvolto nella tumorigenesi sia costituito da una 
insufficiente respirazione cellulare causata da un danno mitocondriale (Warburg 
O, 1956). 
I mitocondri svolgono un ruolo centrale nella regolazione di numerosi 
processi cellulari, come il metabolismo o la morte nelle cellule tumorali. Sono 
state osservate numerose alterazioni a livello funzionale che coinvolgono i 
mitocondri nella formazione del tumore, come una aumentata produzione delle 
specie reattive dell’ossigeno (ROS), una diminuzione della fosforilazione 
ossidativa e un corrispondente aumento della glicolisi (Chen Y et al., 2009; 
Weinberg E et al., 2010). Tuttavia, il ruolo specifico svolto dai mitocondri nel 
processo di tumorigenesi deve ancora essere chiarito, dal momento che questi 
cambiamenti potrebbero rappresentare i meccanismi chiave delle prime fasi di 
sviluppo di un tumore o semplicemente potrebbero costituire degli effetti 
secondari della tumorigenesi. Le vie di segnalazione delle cellule tumorali che 
sono regolate da chinasi e fosfatasi, sono guidate dallo status redox e potrebbero 
costituire elementi chiave nella trasformazione maligna. Recenti studi sui 
meccanismi dell’effetto Warburg hanno evidenziato che il classico shift 
metabolico verso la glicolisi aerobia e un aumentato uptake del glucosio 
conferiscono alla cellula tumorale vantaggi funzionali. Questi vantaggi 
permettono una crescita rapida e la sopravvivenza in condizioni che sarebbero 
potenzialmente letali per le cellule non tumorali. Il concetto più importante 
emerso negli ultimi anni, in seguito all’abbandono della teoria che la glicolisi 
aerobia costituisce un difetto metabolico delle cellule tumorali,è stato che il 
metabolismo utilizzato da queste cellule costituisca una strategia di 
sopravvivenza e venga mantenuto grazie ad un controllo regolatorio (Ward PS 
and Thompson CB, 2012). L’adattamento più riconosciuto è l’utilizzo di 
intermedi della via glicolitica in numerose reazioni anaboliche fondamentali per 
la sopravvivenza e la crescita di cellule in rapida divisione. La richiesta di 
scheletri di carbonio derivati dal glucosio per la sintesi di macromolecole come il 
glicogeno, i fosfolipidi, i trigliceridi e il malato supera la necessità di una 
efficiente produzione di ATP (Kroemer G and Pouyssegur J, 2008). Il glucosio 
viene così metabolizzato in maniera alternativa dalle cellule tumorali attraverso 
una via dei pentoso fosfati potenziata, che determina la sintesi di nucleotidi e 
NADPH (Ward PS and Thompson CB, 2012). La mancanza di una dipendenza da 
parte delle cellule tumorali dalla fosforilazione ossidativa per la produzione di 
ATP permette inoltre la sopravvivenza cellulare in condizioni di carenza di 
ossigeno, un microambiente caratteristico del tumore in rapida espansione, che 





2006).  L’acidificazione locale del microambiente tumorale è causata anche dalla 
produzione glicolitica di acido lattico e bicarbonato in eccesso. Il pH che ne 
deriva sembra favorire la crescita e l’invasività tumorale attraverso l’attivazione 
di catepsine derivate dalle cellule tumorali e di metalloproteasi (Swietach P et al., 
2007) e l’inibizione della conseguente risposta immunitaria dell’ospite (Fischer K 
et al., 2007). Inoltre, il conseguente eccesso di lattato prodotto può essere 
convertito a piruvato a livello delle cellule stromali associate al tumore per 
rifornire l’energia all’interno di queste cellule (Koukourakis MI et al., 2006). 
L’aumentata produzione di ROS a livello mitocondriale, in particolare di 
superossidi, radicali idrossilici e perossido di idrogeno, determinata da un 
incremento della fosforilazione ossidativa nelle cellule tumorali, potrebbe 
costituire un fattore promuovente la carcinogenesi (Zager RA et al., 2006). Il 
meccanismo di produzione dei ROS e i loro effetti a valle sono al centro degli 
attuali studi sul ruolo dei mitocondri nel cancro. I ROS in eccesso agiscono non 
solo come agenti mutageni e promotori dello stress ossidativo, ma costituiscono 
anche molecole di segnalazione inter- e intra-cellulare, responsabili delle 
alterazioni dell’espressione genica nucleare e mitocondriale nell’ospite (Verschoor 
ML et al., 2010). 
L’ aumentata produzione di ROS da parte dei mitocondri nelle cellule 
metastatiche è stata anche associata ad una corrispondente upregolazione dei 
meccanismi di difesa cellulare anti-ossidanti (Kim JY et al., 2001), che sembrano 
essere implicati nella resistenza alla chemio- e alla radio-terapia (Huang Y et al., 
2005). 
Sono state trovate frequentemente mutazioni a livello del DNA mitocondriale, 
probabilmente dovute al fatto che questo DNA non presenta introni, né 
protezione istonica, e si trova nelle immediate vicinanze dei ROS. In alcuni tipi di 
tessuti tumorali sono state riscontrate con maggior frequenza mutazioni a carico 
del DNA mitocondriale rispetto alla mutazione di p53 a livello del DNA nucleare, 
e questo indica che le mutazioni del DNA mitocondriale potrebbero 
rappresentare dei validi biomarkers tumorali, in particolare per l’individuazione 
precoce del tumore (Chatterjee A et al., 2011). 
2.9. Proteomica e caratterizzazione di biomarcatori tumorali 
L’oncoproteomica gioca un ruolo sempre più importante nella diagnosi dei 
tumori e nello sviluppo di trattamenti personalizzati. Il termine oncoproteomica 
si riferisce all’applicazione di tecnologie proteomiche in campo oncologico e 





proteomico si sono dimostrate un fondamentale completamento di quelle in 
campo genomico per la diagnosi dei tumori. Lo studio del proteoma, infatti, 
ovvero dell’espressione proteica relativa all’intero genoma, risulta necessaria per 
due principali motivi: la correlazione tra quantità di mRNA e quantità di proteina 
intracellulari è scarsa e variabile tra le diverse proteine e, soprattutto, le proteine 
vanno incontro a modificazioni co- e post- tradizionali molto complesse, e quindi 
sono presenti numerose isoforme proteiche corrispondenti ad una singola 
sequenza genomica; inoltre, le modificazioni post-traduzionali sono il risultato 
della connessione esistente tra più vie metaboliche e risentono dei fattori 
ambientali. Dal momento che l’espressione delle diverse isoforme è un processo 
altamente regolato e controllato e suscettibile di variazioni in seguito a diverse 
condizioni patologiche o esposizione a farmaci e tossine, la comprensione del 
significato della variabilità proteica “post-traduzionale” diventa una condizione 
necessaria per la comprensione delle loro funzioni biologiche e dei meccanismi di 
regolazione nei quali sono coinvolte. Sono state osservate numerose 
modificazioni post-traduzionali (PTM) in una proteina, e sono proprio esse le 
responsabili della struttura terziaria e quaternaria. Alcune interazioni proteina-
proteina e la loro localizzazione in base al ruolo svolto sono rappresentate 
schematicamente in figura (Fig. 12) (Baenzinger, 2003).  
 
Figura 12: Rappresentazione schematica delle modificazioni post-traduzionali correlate alla regolazione dei processi 
biologici. Immagine tratta da Seo J and Lee KJ, Journal of Biochemistry and Molecular Biology, 2004. 
 
Per lungo tempo, l'approccio più utilizzato per l'analisi proteomica è stata 
l’elettroforesi bidimensionale su gel di poliacrilammide o 2D-PAGE (Two 
Dimensional Polyacriylamide Gel Electrophoresis), seguita dall’identificazione 
delle proteine mediante spettrometria di massa (Gorg A et al., 2004; Hanash SM, 





proteica di diversi campioni ed è stata utilizzata per identificare proteine 
differenzialmente espresse tra tessuti normali e tumorali in vari tipi di tumore, 
come quello del fegato (Seow TK et al., 2001), della vescica (Celis JE et al., 1999), 
del polmone (Chen G et al., 2002), dell’esofago (Soldes O et al., 1999), della 
prostata (Meehan KL et al., 2002) e del seno (Bini L et al., 1997). 
Più recentemente, è stata sviluppata una variante al tradizionale approccio 
2D-PAGE, e l’applicazione di questa tecnica ha permesso l’identificazione di 
potenziali biomarkers da poter utilizzare per la diagnosi precoce in vari tipi di 
tumore, come quello del polmone (Conrad DH et al., 2008), della prostata (Lin JF 
et al., 2007; Ummanni R et al., 2011), del seno (Gharbi S et al., 2002; Weitzel LR 
et al., 2010)e del colon retto (Alfonso P et al., 2005; Habermann JK et al., 2008). 
La DIGE (Differential In-Gel Electrophoresis) è una tecnica che fornisce maggior 
riproducibilità e sensibilità, e una migliore quantificazione rispetto alla 
precedente , permettendo di ridurre la variabilità inter- e intra-campione (Zhou 
G et al., 2002). Gli estratti proteici cellulari vengono marcati differenzialmente 
con coloranti fluorescenti, che vengono successivamente riuniti in un’unica 
miscela , insieme ad uno standard interno costituito da un pool proteico di tutti i 
campioni in esame, e corsi sullo stesso gel 2D. Il gel viene scannerizzato per 
ottenere una mappa relativa ad ogni pool proteico marcato e le immagini 
vengono in seguito confrontate per differenza di intensità di emissione per 
ciascuno spot: proprio la presenza dello standard interno permette una 
comparazione tra i profili proteici di tutti i campioni dell’esperimento. 
La maggior parte delle tecniche in campo proteomico si 
basasull’identificazione di biomarkers tumorali e sullo studio dei pattern 
proteici. I biomarcatori tumorali sono definiti come alterazioni molecolari 
specifiche, sia a livello di DNA che di RNA, proteine o metaboliti, che possono 
essere misurate: possono pertanto costituire dei validi indicatori dei processi 
patologici o target per la scoperta di nuovi farmaci. Numerosi studi recenti 
hanno identificato una serie di nuovi biomarcatori o potenziali target per l’ACC. 
Sbiera e collaboratori per esempio, hanno osservato che l’overespressione della 
survivina è associata con una prognosi peggiore in pazienti con ACC: l’utilizzo di 
questa proteina come bersaglio terapeutico, pertanto, potrebbe essere un 
interessante nuovo approccio per il trattamento dell’ACC (Sbiera S et al., 2013). 
Un altro gruppo ha confermato che la presenza di positività nella colorazione 
nucleare per la -catenina rappresenta un fattore prognostico indipendente per 
la sopravvivenza totale e libera da malattia in pazienti che hanno subìto 





inoltre osservato che l’identificazione del fattore steroidogenico SF-1 potrebbe 
rappresentare un possibile nuovo marcatore prognostico nel tumore 
corticosurrenalico (Duregon E et al., 2013). Solo recentementeperò sono stati 
condotti studi di tipo proteomico su questo tipo di tumore. Il gruppo di Yang ha 
individuato due proteine, la calreticulina e la proibitina, come candidati 
biomarcatori che potrebbero discriminare gli ACCdagli ACA, dal momento che 
sono risultate overespresse nel gruppo di tumori analizzato (Yang M et al., 2013). 
Il gruppo di Kjellin ha osservato una riduzione dei livelli di espressione di 
numerose proteine appartenenti al complesso I della catena respiratoria 
mitocondriale a livello della frazione microsomiale di tessuti surrenalici maligni, 
comparati con tessuti surrenalici sani: in particolare, è stata identificata una 
proteina, GRIM-19, che sembra essere un regolatore negativo di STAT3, e 
potrebbe rappresentare un potenziale biomarcatore (Kjellin H et al., 
2014).Tuttavia, i possibili biomarcatori candidati per l’ACC sono ancora 
relativamente limitati, se comparati con altri tipi di tumore. Di conseguenza, si 
rende necessaria l’identificazione di nuovi biomarcatori tumorali che permettano 
di sviluppare strategie diagnostiche e terapeutiche più efficaci per i pazienti con 








SCOPO DELLA TESI 
I tumori della corteccia surrenalica (ACC) sono tumori rari ma altamente 
aggressivi che originano nella corteccia della ghiandola surrenalica. Nonostante 
negli ultimi anni siano stati fatti progressi nella comprensione dei meccanismi 
fisiopatologici di questa malattia, la biologia di questo tumore è ancora in gran 
parte sconosciuta,  e questo spiega il motivo della mancanza di terapie più 
mirate ed efficaci. L’unico farmaco specifico attualmente in uso per il 
trattamento dei pazienti con ACC ad uno stadio avanzato è il mitotane, di cui 
tuttavia non sono stati studiati i possibili effetti tossici a livello delle cellule 
tumorali. 
Il lavoro di questa tesi si è quindi incentrato in una prima parte sullo studio 
dei profili di espressione proteica del tumore e della ghiandola surrenalica sana, 
allo scopo di individuare proteine differenzialmente espresse e di conseguenza in 
grado di discriminare idue gruppi sperimentali. Una volta identificate queste 
proteine, ci siamo focalizzati su un’analisi di tipo bioinformatico per selezionare 
eventuali biomarcatoridell’ACC da utilizzare come potenziali target terapeutici 
per migliorare la prognosi e la diagnosi di questa patologia. Lo studio è stato 
condotto mediante l’utilizzo della tecnica di 2D-DIGE (Differential in-gel 
electrophoresis), utilizzata per la prima volta in questo tipo di tumore, che ci ha 
permesso di confrontare e quantificare i profili proteici di più campioni, corsi su 
gel differenti, grazie alla presenza di uno standard interno. 
Nella seconda parte di questo studio siamo andati ad indagare gli effetti del 
farmaco mitotane, attualmente in uso per il trattamento dei pazienti con stadi 
avanzati di ACC, a livello della linea cellulare di carcinoma corticosurrenalico, 
H295R, allo scopo di approfondire le scarse conoscenze sull’azione di questo 
farmaco. Ci siamo focalizzati sullo studio dei meccanismi intracellulari alla base 
dell’effetto tossico del mitotane, in particolare sulle alterazioni nella morfologia e 
nella funzionalità dei mitocondri nelle H295R. 




MATERIALI E METODI 
1. Casistica 
Tutti i pazienti, o i genitori in caso di pazienti pediatrici, hanno dato il loro 
consenso informato per partecipare allo studio. Lo studio ha incluso 10 pazienti 
affetti da ACC, le cui caratteristiche cliniche sono riassunte in tabella (Tab1). 
Tutti i pazienti inclusi nello studio sono stati sottoposti ad intervento chirurgico 
per asportare il tumore all’Ospedale di Careggi di Firenze. I campioni tissutali di 
surrene sana (n=8) sono stati invece prelevati nel corso di nefrectomie eseguite a 
causa di carcinomi renali o in seguito a espianti da cadavere. I campioni di 
tessuto surrenalico tumorale (ACC) e normale (NOR), una volta prelevati, sono 
stati immediatamente congelati in azoto liquido per essere, in seguito, sottoposti 
a processamento per l’estrazione di proteine o per essere fissati in formalina e 
inclusi in paraffina per l’analisi immunoistochimica, dopo conferma della 
diagnosi di tumore corticosurrenalico da referto istologico. Dalla biopsia 
tumorale del paziente 2 è stato prelevato un campione doppio che ci ha 




Tabella 1:Caratteristiche cliniche dei pazienti.Caratteristiche cliniche dei 10 pazienti affetti da ACC e 
inclusi nell’analisi proteo mica. Sono indicate età al momento dell’intervento, sesso, attività ormonale del 
tumore, diametro, Ki67, score di Weiss e stadio del tumore, in accordo con la nuova classificazione ENS@T 
(Fassnacht M et al., 2009). Per un paziente, sono stati prelevati 2 porzioni tissutali in due diverse regioni 
della biopsia tumorale e sono state analizzate come campioni indipendenti (ACC2 e ACC2a). -: non 
definito; NS: non secernente; CORT: cortisolo; T: testosterone; DHEAS: dehydroepiandrosterone sulfate; 
DELTA4: androstenedione. 
 




2. Estrazione, purificazione e determinazione del contenuto 
proteico 
Ciascun campione di tessuto surrenalico è stato inizialmente sottoposto a 
disgregazione meccanica mediante Ultraturrax T10 basic IKA (Werkw Gmbh & 
Co, Staufen, Germania) in uno specifico buffer di lisi (30 mM Tris pH 8.5, 7 M 
Urea, 2 M Thiourea, 4% CHAPS) addizionato di un inibitore di proteasi, e, 
successivamente, mediante sonicazione. A questo punto, i campioni sono stati 
sottoposti a centrifugazione in ultracentrifuga (12000 g, 4°C, 10')  (Centrifuge 
J2-21M/E, UK) ed è stato recuperato il sovranatante contenente la frazione 
proteica. 
Gli estratti proteici sono stati purificati mediante l’uso del 2-D Clean-Up Kit 
(Amersham Biosciences, USA): ogni campione è stato addizionato di un 
precipitante e di un co-precipitante e centrifugato (8000 g, 4°C, 10'); il pellet così 
ottenuto è stato risospeso in acqua deionizzata ed addizionato, in sequenza, di 
uno wash buffer e di uno wash additive, precedentemente raffreddati. Dopo 
incubazione a -20°C, è stata effettuata una nuova centrifugazione (8000 g, 4°C, 
10') ed il pellet, una volta seccato, è stato risospeso in una soluzione reidratante 
(8 M Urea, 2% CHAPS, 40 mM DTT, 0.5% Pharmalyte o buffer IPG, 0.002% blu 
di bromofenolo) e incubato a temperatura ambiente. Dopo un’ulteriore 
centrifugazione è stato recuperato il sovranatante contenente la frazione 
proteica.  
La concentrazione proteica dei campioni, espressa in μg/μl, è stata valutata 
mediante l’applicazione del metodo Bradford, che utilizza il Coomassie blue 
brilliant (Biorad, Hercules, CA), come colorante specifico delle proteine, che 
presenta un picco massimo di assorbimento ad una lunghezza d’onda (λ) di 595 
nm: esso si lega preferenzialmente ai residui basici ed aromatici delle proteine, 
determinando una colorazione del campione tanto più intensa quanto maggiore 
è la concentrazione proteica. L’allestimento della curva standard è stato 
effettuato utilizzando concentrazioni note crescenti di albumina sierica bovina 
(BSA) comprese nell’intervallo 0-10 μg/μl, incubate per 30' con il Coomassie 
(diluizione 1:5 in acqua deionizzata). L’assorbanza dei singoli punti è stata 
valutata allo spettrofotometro (Spectrophotometer 6405 UV/Vis, Jenway, UK) ad 
una λ di 595 nm e a ciascun valore è stata sottratta l’assorbanza del bianco (0 
μg/μl BSA). Interpolando sulla curva standard ottenuta (assorbanza in funzione 
della concentrazione) i valori di assorbanza registrati per ciascun campione in 




analisi, è stato possibile ottenere i relativi quantitativi proteici. La correlazione 
fra assorbanza e concentrazione è espressa dalla legge di Lambert-Beer: 
A=εdc 
dove A rappresenta l'assorbanza, εil coefficiente di estinzione molare, d il 
cammino ottico della soluzione,c la concentrazione del campione. 
3. DIGE (Differential In-Gel Electrophoresis) 
La DIGE (Differential In Gel Electrophoresis) è una tecnica elettroforetica che 
permette di valutare le possibili differenze nei profili di espressione proteica tra 
più campioni grazie all’uso di specifiche sonde fluorescenti, il cui segnale di 
emissione viene comparato all’interno dello stesso gel e tra gel diversi; in questo 
modo, è possibile determinare la presenza di proteine espresse in maniera 
differenziale o comparabile tra i diversi campioni. 
50 g di ciascun campione proteico in analisi sono stati prelevati e incubati 
con 400 pmol di una sonda fluorescente, CyDye (GE Healthcare, Milano, Italia) 
in ghiaccio, al buio, per 30 minuti; in particolare, sono state utilizzate le sonde 
Cy3 (emissione nel verde ad una λ di 532 nm) e Cy5 (emissione in rosso ad una 
λ di 633 nm) in proporzione uguale tra i campioni di ACC e quelli di surrene 
sana ma in maniera arbitraria. E' stato quindi costituito uno standard interno 
prelevando aliquote della stessa concentrazione da tutti i campioni e marcato 
con una terza sonda, Cy2 (emissione nel blu ad una λ di 488 nm). A questo 
punto, tutti i campioni sono stati focalizzati mediante apparecchio IPGphor (GE 
healthcare, Milano, Italia) a 67 kVh a 20°C utilizzando specifiche strips 
contenenti un gradiente di pH da 3 a 10 (IPG strips), che consente di separare le 
proteine in base al loro punto isoelettrico (GE Healthcare, Milano, Italia);  
successivamente, ciascuna strip è stata equilibrata due volte, caricata e separata 
su gel al 12% di poliacrilammide, in base al peso molecolare delle proteine, 
mediante SDS-PAGE (vedi paragrafo 5), eseguita con l’apparecchio DALT 12 (GE 
Healthcare, Milano, Italia). Per ogni gel sono stati caricati lo standard interno, 
un campione di ACC ed un campione di surrene sana, insieme a uno standard 
di peso molecolare (PageRuler Plus Prestained Protein Ladder, Fermentas, 
Milano, Italia). Una volta terminata la corsa elettroforetica, le immagini dei gel 
sono state acquisite con uno scanner Typhoon TRIO (GE Healthcare, Milano, 
Italia) dotato di specifici filtri di emissione. Le immagini dei gel sono state 
analizzate mediante il DeCyder Differential Analysis Software v7.2, che permette 




di sovrapporle e compararle sulla base del segnale di fluorescenza. La rivelazione 
e la quantizzazione degli spot tra campioni all’interno dei singoli gel è stata 
eseguita mediante l’applicazione del modulo DIA (Differential In-gel Analysis), 
mentre il modulo BVA (Biological Variation Analysis), che tiene in considerazione 
la variabilità inter-gel, è stato utilizzato per confrontare i diversi gel e 
quantizzazione gli spot proteici di tutti i campioni dell’esperimento. Il modulo 
DIA, in particolare, permette di individuare gli spot all’interno di un’immagine 
multipla ottenuta dalla sovrapposizione delle tre immagini derivanti dalle sonde 
fluorescenti all’interno di uno stesso gel e normalizza i dati di ogni fluorocromo 
tenendo conto delle differenze di intensità di fluorescenza e della sensibilità dello 
scanner. Sono state analizzate le differenze nei quantitativi degli spot relativi a 
campioni (ACC e NOR) corsi sullo stesso gel per ogni set di esperimenti (10 
immagini). Successivamente è stata utilizzata la BVA per comparare tutti i gel 
dell’esperimento e poter effettuare un’analisi statistica inter-gel. Questo modulo 
inizialmente calcola le intensità normalizzate per tutti gli spot, comparandoli con 
lo standard interno, e da questo, un rapporto medio tra l’intensità di uno spot 
relativo agli ACC e del corrispondente spot relativo alle surreni sane, 
determinando il relativo valore P mediante il T-Student appaiato. Solamente gli 
spot con variazioni di 2 volte del rapporto volumetrico in seguito a 
normalizzazione, in almeno tre esperimenti separati (valore p<0.05), sono stati 
considerati alterati e selezionati per la successiva caratterizzazione. L’ultima 
analisi condotta mediante un’estensione del Decyder Software (EDA) è stata la 
Pattern Analysis (PA), che ha permesso di creare la heat-map dell’espressione 
delle proteine differenziali tra campioni tumorali e normali 
4. Identificazione delle proteine mediante NanoLC-nanoESI-
MS/MS 
Dopo aver identificato mediante il Software Decyder le proteine 
differenzialmente espresse, abbiamo corso un gel preparativo sul quale è stato 
caricato 1mg di proteine derivante da una miscela costituita da uguali 
quantitativi ottenuti da ciascun campione incluso nell’esperimento. Il gel è stato 
quindi colorato con SYPRO Ruby per visualizzare le proteine e poter prelevare gli 
spot di interesse mediante robot Ettan-Picker (GE Healthcare, Milano, Italia); gli 
spot prelevati automaticamente, sono stati in seguito sottoposti a digestione 
enzimatica. Ciascuno spot è stato sottoposto ad analisi in nanoLC-nanoESI-
MS/MS mediante HPLC Ultimate 3000 (Dionex, San Donato Milanese, Milano, 
Italia) accoppiata a spettrometria di massa LTQ Orbitrap (Thermo Fisher, Brema, 




Germania) per poter essere caratterizzato. I peptidi sono stati concentrati in una 
colonna di purificazione PepMap100 C18 (300μm i.d. x 5mm, 5μm, 100Å, LC 
Packings Dionex) e successivamente eluiti in una nano-colonna Acclaim 
PepMax100 (75μm i.d. × 15cm, C18, 3μm, 100Å, LC Packings Dionex) a 300 
nl/min. La fase mobile di caricamento è la seguente: 0.1% TFA in H2O (fase A) e 
0.1% TFA in CH3CN (fase B). La composizione delle fasi mobili di eluizione è: H2O 
0.1% acido formico/CH3CN 97/3 (fase A) e CH3CN 0.1% acido formico/H2O 97/3 
(fase B). Il programma di eluizione è stato il seguente: 0 min, 4% B; 10 min, 40% 
B; 30 min, 65% B; 35 min, 65% B; 36 min, 90% B; 40 min, 90% B; 41 min, 
4%B; 60 min, 4% B. Gli spettri ottenuti dall’analisi in massa sono stati acquisiti 
in modalità ionica positiva, regolando il voltaggio spray a 2 kV, il voltaggio del 
capillare e la temperatura rispettivamente a 45 V e 200 °C, e le lenti a 130 V. I 
dati sono stati acquisiti in modalità dipendente con esclusione dinamica attivata 
(2 ripetizioni della conta, durata della ripetizione 15 s, durata di esclusione  30 
s); le scansioni delle misurazioni in MS sono state registrate attraverso l’Orbitrap 
analyzer nel range di massa 300‐2000 m/z a 15,000 risoluzione nominale a 
m/z=400; successivamente, fino ai tre più intensi ioni in ciascuna scansione MS 
sono stati frammentati (ampiezza di isolamento 3 m/z, energia di collisione 
normalizzata 30) e analizzati all’analyzer IT. Gli ioni monocaricati non sono stati 
presi in considerazione per gli esperimenti MS/MS. I dati acquisiti sono stati 
analizzati col programma Proteom Discoverer 1.2 (Thermo Scientific) avvalendosi 
di Sequest come algoritmo di ricerca all’interno del database Human Protein. Le 
ricerche sono state condotte tenendo in considerazione i seguenti criteri: (i) fino 
a due siti di clivaggio mancanti (ii) 10 ppm di tolleranza per i  precursori ionici 
monoisotopici e 0.8 unità di massa per i frammenti ionici monoisotopici, (iii) 
metilazione carbamidica della cisteina e ossidazione della metionina come 
modificazioni variabili. Abbiamo accettato solamente quei peptidi che 
mostravano un elevato intervallo di confidenza e proteine con: (i) almeno due 
spettri rappresentanti due distinti peptidi e (ii) score proteico maggiore di 30. Le 
masse peptidiche ottenute sono state confrontate con le masse peptidiche 
teoriche di tutte le proteine presenti nel database umano dell’ NCBInr mediante 
l’utilizzo del programma MASCOT con MASCOT Daemon automatico (Matrix 
Sciences v2.1, UK) in modo da ottenere una lista delle possibili proteine 
rappresentate dai singoli spot di interesse. Tra queste sono state scelte, in base 
alla letteratura e in base al loro ruolo nei normali processi cellulari ed in quelli 
patologici, alcune proteine da validare mediante analisi Western Blot e 
immunoistochimica, per avere una conferma della loro differente espressione nei 
campioni normali e tumorali osservata mediante 2D-DIGE. 





L’elettroforesi su gel di poliacrilammide con sodio dodecilsolfato (SDS-PAGE) è 
una metodica che consente di separare le proteine in base al loro peso 
molecolare, per individuare e analizzare quelle di interesse. A questo scopo, sono 
stati preparati i gel di poliacrilammide (apparato Amersham Biosciences, USA), 
ciascuno costituito da un gel di impaccamento delle proteine, dotato di pozzetti 
singoli per il caricamento dei campioni (Stacking Gel: bdH2O, 30% Bis-
acrilammide, 1 M Tris pH 6.8, 10% SDS, 10% Ammonio Persolfato - APS -, N-N-
N′-N′-tetrametiletilendiammina - TEMED), ed un gel per la corsa e la separazione 
delle proteine (Resolving Gel: bdH2O, 30% Bis-acrilammide, 1.5 M Tris pH 8.8, 
10% SDS, 10% APS, TEMED). Quest'ultimo può contenere una percentuale 
variabile di acrilammide, che viene stabilita in base al peso molecolare delle 
proteine da analizzare, quindi in base alla loro capacità di passare attraverso le 
maglie più o meno larghe del gel: maggiore è la percentuale di acrilammide, più 
strette saranno le maglie del gel e più lenta sarà la migrazione delle proteine di 
peso maggiore. Durante la polimerizzazione dei gel, sono stati preparati i 
campioni per il caricamento: sono state prelevate aliquote contenenti la stessa 
quantità di proteine per formare due pool corrispondenti a tutti i campioni di 
ACC e tutti i campioni sani usati nella 2D-DIGE, ciascuno da 50 µg totali, sono 
stati risospesi in un egual volume di tampone di corsa riducente (Sample Buffer 
4X: 62.5 mM Tris pH 6.8, 20% glicerolo, 4% SDS, pironina, 200 mM ditiotreitolo 
- DTT) e sono stati bolliti per 5′ a 95°C. La composizione del tampone di corsa, 
associata al processo di bollitura, permette di denaturare completamente le 
proteine che, in questo modo, acquisiscono una conformazione non strutturata; 
in particolare, il DTT agisce a livello dei ponti disolfuro riducendoli, mentre l'SDS 
si lega lungo la catena polipeptidica, denaturando le proteine e conferendo loro 
una carica netta negativa. Nel Sample Buffer, inoltre, sono presenti un 
tracciante ionizzabile, la pironina, che permette di seguire l’andamento della 
corsa elettroforetica, ed il glicerolo, che rende più densa la soluzione dei 
campioni in modo tale che si stratifichino sul fondo del relativo pozzetto. Dopo 
che i gel sono polimerizzati, i campioni così preparati sono stati caricati 
all’interno dei pozzetti; un pozzetto per ciascun gel è stato riservato al 
caricamento di uno standard di peso molecolare (PageRuler Plus Prestained 
Protein Ladder, Fermentas, Milano, Italia), in modo da poter avere un riferimento 
durante e dopo la corsa e poter successivamente confrontare le proteine di 
interesse. Ai gel è stata applicata, per almeno 2 ore, una corrente di 300 V e 25 
mA (apparato Amersham Biosciences, USA), in presenza di uno specifico buffer 




di corsa (Running Buffer 1X pH 8.3: bdH2O, 25 mM Tris, 250 mM Glicina, 0.1% 
SDS) in modo da creare un campo elettrico necessario alla migrazione e alla 
separazione delle proteine: la migrazione avviene dal polo negativo verso il polo 
positivo e la separazione in base al peso molecolare. 
6. Western Blot 
Una volta terminata la corsa elettroforetica, le proteine separate sono state 
trasferite, mediante l'applicazione di un campo elettrico (apparato Amersham 
Biosciences, USA), dal gel ad una membrana di polivinilidene fluoruro (PVDF; 
Millipore, USA), precedentemente attivata mediante incubazione in metanolo per 
circa 15′′ ed idratata per 5′. Il processo di trasferimento, della durata di 2 ore, è 
stato effettuato in presenza di un tampone specifico (Transfer Buffer: bdH2O, 
150 mM Glicina, 20 mM Tris, 10% Metanolo) mediante applicazione di una 
corrente di 100 V e 350 mA. 
Una volta terminato il trasferimento, i gel di poliacrilammide sono stati 
incubati nel Coomassie Reagent per valutarne l’esito, mentre le membrane di 
PVDF sono state incubate over-night a 4°C ed in agitazione con gli anticorpi 
primari specifici (sc-271582 per anti-ALDH6A1, sc-52256 anti-Transferrina, sc-
46675 anti-Fascina-1, sc-6215 anti Lamina A/C, sc-376512 anti-CAP-1, sc-
374436 anti-ADX-Red, sc-1615 anti-Actina, Santa Cruz Biotechnology), 
opportunamente diluiti in T-TBS 1X (0.1% Tween-20, 10 mM Tris, 150 mM 
NaCl, pH 7.4). Le membrane sono state, quindi, sottoposte a 3 lavaggi da 10′ in 
T-TBS per eliminare l'anticorpo primario e, successivamente, sono state 
incubate per 1 ora e mezza a temperatura ambiente ed in agitazione con gli 
anticorpi secondari, coniugati all’enzima HRP (Horseradish Peroxidase) e diluiti 
in T-TBS (diluizione 1:2000). Dopo i lavaggi in T-TBS, le membrane sono state 
incubate con lo specifico liquido di sviluppo contenente il substrato della 
perossidasi, il luminolo, ed acqua ossigenata (ECL detection kit, Immobilon, 
Merck-Millipore), e le immagini sono state sviluppate grazie ad una reazione di 
chemiluminescenza e acquisite dallo strumento Chemidoc (ChemidocTMXRS, Bio-
Rad Laboratories, Segrate, Milano, Italia) mediante Software Quantity One. 
 
 




7. Classificazione funzionale delle proteine e analisi delle 
vie di segnalazione 
E’ stato condotto uno studio funzionale mediante analisi di Gene Ontology 
(GO) (Jelier R et al., 2011) con la componente aggiuntiva BiNGO (Biological 
Network Gene Ontology) per il Software di visualizzazione Cytoscape (Maere S et 
al., 2005), correggendo il valore di p per il test multiplo e utilizzando il False 
Discovery Rate di Benjamini e Hochberg corretto per il valore soglia di p di 0.01, 
per conferire significatività ai risultati (Reiner A et al., 2003). 
8. Diagnosi istologica e immunoistochimica 
La diagnosi istologica degli ACC è stata condotta dall’anatomo-patologo di 
riferimento sul tessuto tumorale rimosso durante l’intervento chirurgico. Il 
campione tissutale relativo alla neoplasia, adeguatamente fissato in contenitore 
apposito con formalina tamponata, subisce un processo di riduzione 
macroscopica al quale seguono le fasi standardizzate di processazione del 
campione stesso, fino all’inclusione in paraffina; una volta incluso, il campione 
viene tagliato al microtomo con conseguente allestimento di sezioni paraffinate 
dell’ordine di 2-5 µm. Le sezioni così allestite, dopo adeguata sparaffinatura e 
reidratazione, possono essere colorate con colorazione di routine in 
Ematossilina-Eosina (EE) che consente la valutazione non solo del pattern 
architetturale della neoplasia, ma anche del dettaglio cito-nucleare dei singoli 
elementi cellulari costituenti la neoplasia. I campioni tumorali sono stati valutati 
in accordo con il sistema di Weiss che combina nove parametri morfologici: tre 
legati alla struttura del tumore (descrizione del citoplsma, architettura diffusa e 
necrosi), tre correlati alla citologia (atipia, figure mitotiche atipiche e conta 
mitotica), e tre correlate all’invasione (vene, sinusoidi e capsula tumorale). La 
presenza di tre o più di questi criteri correla fortemente con un andamento 
maligno (Lau SK et al., 2009). L’indice Ki67 è stato valutato come marker di 
proliferazione per effettuare la prognosi di ACC. L’analisi immunoistochimica 
eseguita con l’anticorpo monoclonale rivolto contro la proteina umana Ki67, 
clone MIB1 (Dako, Glostrup, Danimarca) è stata condotta con il sistema di 
colorazione automatico Ventana Benchmark XT (Ventana Medical System, 
Tucson, AZ) su sezioni tumorali di 3 m incluse in paraffina. Ki67 è una 
proteina nucleare presente in due isoforme di 345 e 395 kDa rispettivamente, 
che risulta preferibilmente espressa durante tutte le fasi attive del ciclo cellulare 




(G1, S, G2 e fase-M), ma è assente in cellule resting (G0). Per l’identificazione 
dell’antigene il vetrino è stato scaldato con il Cell Conditioner 1 (Ventana) e 
l’anticorpo primario è stato incubato per 32 minuti con una diluizione di 1:20 in 
Antibody Diluent (Ventana). La visualizzazione si è ottenuta usando il kit di 
rilevamento Ventana iVIEW DAB, un complesso streptavidina-biotina (ABC) in 
grado di rilevare un segnale marrone. I nuclei sono stati evidenziati per 
contrasto con ematossilina. Il parametro Ki67 è stato espresso come percentuale 
delle cellule proliferanti su 1000 cellule tumorali selezionate casualmente. Lo 
stadio tumorale è stato valutato in accordo alla classificazione dell’ACC TNM 
rivisitata, proposta dal gruppo europeo per lo studio dei tumori surrenalici 
(ENS@T) (Fassnacht M et al, 2009). Per la valutazione delle proteine identificate 
mediante analisi 2D-DIGE, sono state selezionate sezioni rappresentative dei 
tessuti dello spessore di 3 m, che sono state de-paraffinate in Bio-Clear (Bio-
Optica, Milano, Italia) e idratate con etanolo a concentrazioni graduali in acqua 
distillata. Sezioni seriali dello stesso campione sono state incubate per l’analisi 
immunoistochimica con gli anticorpi monoclonali anti-ALDH6A1, anti-Fascina 1, 
anti-CAP-1, anti-Lamina A/C, anti-Ferredossina reduttasi, anti-Transferrina alla 
diluizione 1:50, già utilizzati per l’analisi Western Blot. L’identificazione degli 
antigeni è stata eseguita scaldando i vetrini in bagno termostatato a 97°C con 
EDTA (pH 9) per l’anti-ALDH6A1, l’anti-CAP-1, l’anti-Lamina A/C, l’anti-ADX-
Red e con il buffer citrato (10 mM, pH 6) per l’anti-Fascina 1 e per l’anti-
Transferrina. Le sezioni sono state fatte successivamente raffreddare a 
temperatura ambiente per 20 minuti. Per bloccare l’attività perossidasica 
endogena, le fettine sono state trattate con perossido d’idrogeno al 3% in PBS 
(Dako Wash Buffer 10X) per 10 minuti. L’analisi immunoistochimica è stata 
effettuata utilizzando il DAKO EnVisionTM FLEX (DAKO, Carpenteria, CA, USA), e 
il 3,3’ diaminobenzidine come cromogeno. I controlli negativi sono stati eseguiti 
sostituendo l’anticorpo primario con un siero non immune (non contenente 
anticorpi) alla stessa concentrazione. Le sezioni sono state colorate con 
ematossilina di Mayer. 
9. Analisi statistica 
I relativi livelli di spot proteici identificati confrontati con gli spot dello 
standard interno sono stati analizzati dal modulo DIA (Difference in-Gel 
Analysis) e dal modulo BVA (Biological Variation Analysis) del Software Decyder 
(GE Healthcare Bio-Sciences AB, Upsala, Svezia). Per calcolare le differenze 
statisticamente significative della quantità relativa degli spot proteici tra i due 




gruppi nella 2D-DIGE e dell’intensità delle bande nell’analisi Western Blot 
abbiamo utilizzato il test T-Student. I valori di p<0.05 sono stati considerati 
statisticamente significativi. 
10. Materiali 
Gli stereoisomeri purificati del MTT, o,p’-DDD (DDD), e del suo metabolita 
diclorodifenildicloroetilene (DDE), o,p’-DDE (DDE), e del DDT, o,p’-DDT (DDT), 
sono stati acquistati dalla Sigma-Aldrich (Milano, Italia). Il 2-propanolo, n-esano, 
acetonitrile, e l’acqua per l’HPLC sono state ottenute dalla Panreac Quimica 
(Barcellona, Spagna). Tutti gli altri reagenti sono stati acquistati dalla Sigma-
Aldrich. 
11. Colture cellulari 
Le linee cellulari H295R e SW13 (American Type Culture Collection, 
Manassas, VA, USA) sono state messe in coltura in terreno DMEM/F12 con il 
10% di siero fetale bovino (FBS) (Euroclone, Pero, Milano, Italia) supplementato 
con 2 mM di L-Glutamina, 100 U/ml di penicillina e 100 g/ml di streptomicina 
(Sigma-Aldrich, Milano, Italia) e arricchito con una miscela di 
insulina/transferrina/selenio (ITS) per le H295R. I fibroblasti primari umani 
sono stati ottenuti da pazienti sottoposti a chirurgia addominale, dopo aver 
ottenuto il consenso informato. Le cellule derivanti dalla disgregazione del 
pezzetto di tessuto sono state messe in coltura in terreno DMEM (Euroclone) con 
10% di FBS supplementato con 2 mM di L-Glutamina, 100 U/ml di penicillina e 
100 g/ml di streptomicina (Sigma-Aldrich) e utilizzate per l’esperimento una 
volta raggiunto il terzo passaggio. Per tutti gli esperimenti, le cellule sono state 
tenute in coltura per i tempi indicati con i trattamenti a diverse dosi di MTT in 
terreno con 1% di FBS a 37°C in atmosfera umidificata col 5% di CO2. 
12. Misurazione in hplc (high performance liquid 
chromatography) dei livelli intracellulari di DDD e DDE 
La cromatografia è una tecnica che permette di separare due o più composti 
presenti in un solvente sfruttando l’equilibrio di affinità tra una “fase 
stazionaria” posta all’interno della colonna cromatografica e una “fase mobile” 
che fluisce attraverso essa. Una sostanza più affine alla fase stazionaria rispetto 




alla fase mobile impiegherà un tempo maggiore a percorrere la colonna 
cromatografica (tempo di ritenzione), rispetto ad una sostanza con bassa affinità 
per la fase stazionaria ed alta affinità per la fase mobile. La cromatografia liquida 
ad alta prestazione (HPLC, High Performance Liquid Chromatography), è un tipo 
di cromatografia liquida che rappresenta l’evoluzione strumentale della 
cromatografia in fase liquida su colonna classica. Per misurare i livelli delle 
nostre molecole di interesse nei campioni cellulari trattati con MTT, il DDD e 
DDE sono stati risospesi in metanolo, aliquotati in soluzioni da 1mg/ml e 
conservati a 4°C. Le soluzioni di lavoro (100 g/ml) sono state ottenute 
attraverso una diluizione 1:10 delle soluzioni inizialmente aliquotate in 
metanolo. Le soluzioni degli standard di calibrazione (5, 10, 20 g/ml) sono state 
preparate aggiungendo rispettivamente 5, 10 e 20 l delle soluzioni di lavoro a 
100 l di soluzione senza siero. Sono stati aggiunti 100 l di soluzione dello 
standard interno (o,p’-DDT, 20 g/ml) sia alle soluzioni degli standard che ai 
campioni cellulari estratti in metanolo. Tutti i campioni e gli standard sono stati 
estratti aggiungendo 2 ml di n-esano e 2 ml di 2-propanolo. Dopo una 
centrifugazione a 2500 g per 5 min, i supernatanti ottenuti (4 ml) sono stati 
essiccati mediante flusso di azoto; i residui sono stati risospesi con 60 l della 
fase mobile, composta da una miscela di acetonitrile/acqua/acido fosforico 
(85:15:0.05‰) che viene fatta fluire a 0.6 ml/min, e 30 l di questa 
risospensione sono stati iniettati nel sistema HPLC (Chromsystems, Monaco, 
Germania), dotato di una pompa isocratica CLC300, un campionatore 
automatico CLC200 e un rivelatore SPD-20A/20AV u.v.-Vis (Shimadzu, Kyoto, 
Giappone). I campioni sono stati così “spinti” attraverso la fase stazionaria dalla 
fase mobile grazie all’applicazione di pressioni dell’ordine delle centinaia di 
atmosfere. Il rivelatore applicato alla fine della colonna e il calcolatore hanno 
permesso di analizzare in continuo l’uscita della colonna e quindi di quantificare 
le sostanze di interesse presenti nei campioni iniettati tramite specifico 
cromatogramma. L’acquisizione e l’integrazione dei dati è stata effettuata 
utilizzando il Software Geminyx (Chromsystems). 
13. Valutazione della proliferazione cellulare delle H295R 
13.1. Saggio MTS 
Le cellule H295R sono state piastrate in piastre da 96 pozzetti, alla densità di 
1x104 cellule per pozzetto. Una volta che le cellule hanno raggiunto il 60% di 
confluenza, sono state private del siero per 24h e trattate con concentrazioni 




crescenti di MTT ai tempi indicati; alle cellule di controllo è stato aggiunto 
solamente terreno di coltura. Ai tempi stabiliti, le cellule sono state incubate per 
1h a 37°C con una soluzione costituita da DMEM/F12 + 10% FBS e reagente 
MTS (3-(4,5-dimetiltiazolo-2-yl)-5-(3-carbossimetossifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
Sali di tetrazolio) (CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay, 
Promega) in rapporto 6:1 v/v, seguendo il protocollo fornito dalla ditta 
produttrice, per valutare la vitalità cellulare. I campioni sono stati quindi 
analizzati alla lunghezza d’onda di 490 nm utilizzando un lettore di piastre 
Victor3 1420 Multilabel Color (Perkin Elmer, Monza, Italia) per misurare la 
densità ottica. Ciascun punto sperimentale è stato condotto in quintuplicato in 
almeno tre esperimenti indipendenti. 
13.2. Conta Cellulare 
Le cellule sono state piastrate in piastre da 12 pozzetti ciascuna, alla densità 
di 1x105 cellule/pozzetto e sono state trattate con o senza concentrazioni 
crescenti di MTT ai tempi indicati dopo 24h di deprivazione di siero. Ad ogni 
intervallo di tempo dell’esperimento, le cellule sono state tripsinizzate e contate 
mediante camera di Burker. Il numero di cellule è stato ottenuto contando i 
triplicati di ciascun punto sperimentale in tre esperimenti diversi; le cellule 
morte sono state escluse dalla conta dopo colorazione con Trypan Blue. 
13.3. Incorporazione di [3H] timidina 
La sintesi del DNA è stata valutata in base al quantitativo di [3H]TdR 
incorporata dalle cellule in seguito a precipitazione in buffer TCA (acido 
tricloroacetico). Le cellule sono state fatte crescere in terreno completo con 10% 
di FBS fino al 40-50% di confluenza, sono state deprivate del siero per 24h e 
successivamente sono state trattate con concentrazioni crescenti di MTT per 
48h. 4h prima di bloccare la proliferazione, sono stati aggiunti 1.0 mCi/ml di 
[3H]TdR (6.7 Ci/mmol) in 10% di TCA preraffreddato. Dopo aver effettuato due 
lavaggi, prima con TCA, poi con metanolo, le cellule sono state solubilizzate in 
0.2 M NaOH, ed è stata misurata la radioattività mediante contatore di 
scintillazione. Gli esperimenti sono stati condotti in triplicato e ripetuti almeno 
tre volte. 
 




14. Microscopia elettronica a trasmissione e morfometria 
mitocondriale 
Le cellule H295R e SW13 tenute in coltura sotto diverse condizioni 
sperimentali, sono state centrifugate, i pellet risospesi in 4% di glutaraldeide, 
fissati in 1% di tetrossido di osmio, e imbevuti in Epon 812. Sezioni ultrasottili 
sono state colorate con acetato uranile e subnitrato di bismuto alcalino e 
analizzate mediante microscopio elettronico JEM1010 (Jeol, Tokyo, Giappone). 
Le immagini sono state prese a ingrandimenti di 10000X e 50000X utilizzando 
una fotocamera digitale MegaView III (SIS-Soft Imaging System, Munster, 
Germania), e quelle ottenute a ingrandimento maggiore sono state utilizzate per 
l’analisi morfometrica dei mitocondri. Sono stati scelti cinque campi 
citoplasmatici in maniera randomica per ogni condizione sperimentale, per un 
totale di circa 20 profili mitocondriali. L’area di superficie mitocondriale e i 
perimetri delle creste sono stati misurati utilizzando il Software di analisi delle 
immagini iTEM (SIS). L’alterazione/rigonfiamento mitocondriale è stato valutato 
calcolando il rapporto tra l’area di superficie e il perimetro totale delle creste. I 
mitocondri normali e rigonfiati sono stati contati in almeno 5 immagini 
ingrandite a 10000X per ciascun campione. 
15. Valutazione dell’apoptosi mediante analisi 
citofluorimetrica con strumento muse 
Dopo 48h di trattamento con MTT alle dosi di 30 e 50 M, le H295R e le 
SW13 sono state analizzate per valutare l’apoptosi precoce e tardiva e la morte 
cellulare utilizzando i saggi Annessina V/Morte cellulare (cat#MCH100105, 
Merck Millipore, Billerica, MA, USA) e Caspasi 3/7 (cat#MCH100108, Merck 
Millipore) rispettivamente, seguendo il protocollo della ditta. Basandosi sulla 
positività dell’attività caspasica 3/7 o sull’esposizione della fosfatidilserina 
(positività per l’annessina V) nelle cellule apoptotiche e contemporaneamente 
individuando le cellule morte, positive per il colorante nucleare 7-
aminoattinomicina D (7-AAD), entrambi i saggi sono in grado di differenziare 
quattro popolazioni in ciascun campione mediante separazione citofluorimetrica 
su un analizzatore di cellule automatico Muse (Merck Millipore): cellule vive non 
apoptotiche (pannello in basso a sinistra: 7-AAD negative, apoptosi negative), 
cellule non apoptotiche (pannello in alto a sinistra: 7-AAD positive, apoptosi 
negative), cellule apoptotiche vive (pannello in basso a destra:7-AAD negative, 




apoptosi positive) e cellule apoptotiche morte (pannello in alto a destra: 7-AAD 
positive, apoptotiche positive). 
16. Preparazione della frazione mitocondriale 
Le cellule (1X106) sono state lavate una volta in PBS freddo, raccolte 
mediante scraping con PBS freddo, e centrifugate per 5 min a 800 g a 4°C. Il 
pellet è stato risospeso in 0.5 ml di buffer raffreddato composto da 250 mM 
sucrosio, 2 mM HEPES e 0.1 mM EGTA a pH=7.4, e le cellule sono state 
disgregate mediante 40 colpi di pestello. L’omogenato ottenuto è stato quindi 
centrifugato per 10 min a 800 g a 4°C ed è stato prelevato il supernatante 
arricchito in mitocondri. Il pellet cellulare è stato risospeso in altri 0.5 ml dello 
stesso buffer, omogeneizzato, e centrifugato come descritto in precedenza. I due 
supernatanti sono stati riuniti e centrifugati per 20 min a 13000 g a 4°C. Il pellet 
mitocondriale così ottenuto è stato risospeso in 100  l di buffer contenente 120 
mM KCl, 20 mM HEPES, 2 mM MgCl2, 1 mM EGTA e 5 mg/ml BSA a pH=7.4 
(Kirby DM et al., 2007) e analizzato per il consumo di ossigeno. I supernatanti 
sono stati quantizzati in base al contenuto proteico (Coomassie Blue reagent, 
Bio-Rad). Tutte le procedure descritte sono state realizzate in ghiaccio a 4°C. 
17. Analisi del consumo di ossigeno 
La misurazione del consumo di ossigeno dei mitocondri isolati da cellule 
esposte o meno a differenti concentrazioni di MTT per 24h e 48h è stata condotta 
mediante l’utilizzo dell’ossigrafo (Hansatech Instruments, Norfolk, UK). 300 g di 
mitocondri sono stati caricati nella camera ossigrafica con 300 l di buffer di 
respirazione, composto da 125 mM KCl, 10 mM Tris/MOPS, 10 mM EGTA/Tris e 
1 mM fosfato di potassio monobasico a pH=7.4) (Frezza C et al., 2007). 
18. Valutazione del potenziale di membrana mitocondriale 
Il potenziale di membrana mitocondriale è stato valutato in cellule vive in 
adesione mediante l’uso del colorante cationico, lipofilico JC-1 (5,5’,6,6’-
tetracloro-1,1’,3,3’-tetraetilbenzimidazolo carbocianina ioduro). Per la rivelazione 
spettro fluorimetrica, le cellule sono state messe in coltura in piastre da 96 
pozzetti, mentre per la microscopia a fluorescenza sono state piastrate su vetrini 
alloggiati in piastre da 6 pozzetti. Dopo 48h di trattamento con dosi differenti di 
MTT o 2h di trattamento con valinomicina alla concentrazione di 1M, le cellule 




sono state lavate e incubate con un terreno di coltura contenente 2.5 g/ml di 
colorante fluorescente JC-1 per 30 min a 37°C al buio. Trascorso questo tempo, 
le cellule sono state lavate in PBS e l’intensità di fluorescenza è stata misurata 
alle lunghezze d’onda di emissione di 527 nm (verde) e 590 nm (rosso) su un 
lettore di piastre ELISA Victor3 1420, Perkin Elmer). Per la microscopia in 
fluorescenza, i vetrini sono stati lavati e montati con un mezzo specifico (Prolong 
Gold, Life Technologies Italia) su vetrini più grandi. L’emissione in fluorescenza 
su due canali è stata acquisita con microscopio in epifluorescenza Leica DM4000 
(Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germania).  
19. Western Blot 
Le cellule sono state lisate in buffer RIPA per l’estrazione proteica e le 
proteine sono state quantizzate con metodica descritta in precedenza; per 
ciascun campione sono stati prelevati 30 g di proteine, separati mediante SDS-
PAGE e trasferiti su membrana di PVDF (Immobilon, Merck Millipore). A questo 
punto le membrane sono state incubate ON a 4°C con i seguenti anticorpi: anti-
subunità beta della succinato deidrogenasi (SDHB) (Atlas Antibodies, Stoccolma, 
Svezia), anti-voltage- dependent anion channel (VDAC1) (sc-8828), anti-actina 
(sc-1615) e anti-caspasi 3 (sc-7272) e successivamente con gli anticorpi 
secondari coniugati alla perossidasi (Santa Cruz Biotechnology) per essere 
rivelati in chemiluminescenza con il reagente ECL mediante apparecchio 
ChemiDoc.  
20. Analisi statistica 
L’analisi statistica è stata condotta utilizzando il Software SPSS, versione 
18.0 (SPSS, Inc.). Per i confronti multipli è stata applicata l’ANOVA seguita dal 
Test di Dunnett post hoc. Un valore di p<0.05 è stato considerato statisticamente 
significativo. I risultati sono stati espressi come medie+S.E.M. se non 
diversamente specificato. Sulla base delle conte cellulari e delle curve in MTS 
utilizzando il Software Origin, versione 6.1 (OriginLab Corporation, 
Northampton, MA, USA), è stato calcolato l’IC50 del MTT, concentrazione che 





1. Analisi proteomica mediante 2D-DIGE per 
l’identificazione di nuovi potenziali target terapeutici per 
il carcinoma corticosurrenalico 
1.1. Profilo proteomico differenziale tra ACC e surrene sana 
Dal momento che l’analisi differenziale di tessuti tumorali confrontati con 
tessuti sani o benigni delle corrispondenti controparti è in grado di delineare 
specifici profili proteomici caratteristici della patologia, nella prima parte di 
questo studio abbiamo condotto un’analisi del profilo di espressione proteica su 
12 campioni di tessuto tumorale derivante da ACC e 8 campioni di surrene sana 
mediante tecnica di elettroforesi 2D-DIGE. Per l’estrazione del contenuto 
proteico, ciascun campione è stato sottoposto a disgregazione meccanica 
mediante Ultraturrax e successiva sonicazione, dopo essere stato risospeso in 
buffer di lisi proteico; per ottenere una resa migliore, ma anche per eliminare 
possibili interferenti con la focalizzazione e la successiva corsa elettroforetica, 
l’estratto proteico è stato quindi purificato mediante l’utilizzo di un kit specifico, 
il 2-D Clean-Up Kit. A questo punto ogni campione è stato marcato con una delle 
sonde fluorescenti, CY3 (emissione nel verde ad una lunghezza d’onda di 532 
nm) e CY5 (emissione nel rosso ad una di 633nm) in maniera arbitraria ma tale 
da avere una marcatura omogenea con le due sonde nei due gruppi 
sperimentali. Il terzo fluorocromo, CY2 (emissione nel blu ad una di 488 nm) è 
stato utilizzato per marcare lo standard interno, un pool costituito da uguali 
quantitativi proteici prelevati da tutti i campioni utilizzati nell’esperimento. Una 
volta marcati, i campioni sono stati sottoposti a corsa elettroforetica 
bidimensionale, caricando in ciascun gel un campione di surrene sana, uno di 
ACC e lo standard interno. Dopo la corsa, i gel sono stati sottoposti a 
scannerizzazione e le immagini relative a ciascuno di essi sono state acquisite 
mediante apposito strumento, il Typhoon: da ogni gel sono derivate tre immagini 
(Fig.1), relative ai tre diversi fluorocromi, che sono state successivamente 









Figura 1: Profili di espressione proteica. Analisi proteomica dei tessuti della corteccia surrenalica. Immagini 
di gel rappresentativi di proteine differenzialmente espresse nel tessuto surrenalico normale (A) e nell’ACC 
(B). (C) Immagine del gel che rappresenta la sovrapposizione dei 2 fluorocromi. Le proteine estratte dai 
tessuti sono state marcate con coloranti fluorescenti, Cy3 e Cy5 e separate mediante tecnica 2D-DIGE. Per 
la separazione in base al punto isoelettrico sono sate utilizzate strip IPG (3-10 pI), prima di sottoporre le 
proteine alla classica corsa elettroforetica mediante SDS-PAGE su gel al 12,5% di poliacrilammide per la 
separazione in seconda dimensione. 
 
 
1.2. Analisi DIA 
La prima analisi a cui sono state sottoposte le immagini derivanti dai gel è 
stata la DIA (Differential In-gel Analysis), che ci ha permesso di rivelare gli spot 
presenti in tutti i campioni sperimentali, di quantizzarli, normalizzandoli grazie 
alla presenza dello standard interno, e di confrontarli all’interno di uno stesso 
gel. Per ciascun gel è stata ottenuta un’ immagine relativa al profilo proteico di 
un ACC, un’altra relativa al profilo proteico di una surrene sana e una terza 
immagine relativa allo standard interno, in cui sono rappresentate tutte le 
proteine dei campioni dell’esperimento: proprio grazie alla presenza del pool 
proteico di tutti i campioni utilizzati nell’esperimento è stato possibile ottenere 
un link intrinseco tra di essi. In particolare, sono stati identificati 250 spot 
comuni a tutti i campioni in esame, e per ciascuno di essi è stato calcolato il 
rapporto tra il valore di emissione in fluorescenza relativo ad un campione di 
ACC e quello relativo ad un campione di surrene sana presenti sullo stesso gel 
rispetto al valore di emissione dello standard interno: attraverso questo modulo 
del Software è stato quindi possibile individuare cambiamenti nei livelli di 
espressione degli spot all’interno dei singoli gel. Per calcolare il livello di 
espressione di ogni singolo spot sono stati presi in considerazione parametri 




programma ha fornito anche un’immagine in 3D relativa agli spot in esame 
(Fig.2) che è stata di aiuto per discriminare gli artefatti dagli spot proteici reali: 
normalmente infatti gli artefatti hanno una forma molto sottile e sono appuntiti 
se comparati alla forma più morbida dello spot proteico; hanno inoltre alti valori 
di pendenza e valori di area bassi. 
 
1.3. Analisi BVA 
La successiva analisi ci ha permesso di effettuare un matching degli spot tra 
tutti i gel corsi, e quindi una valutazione delle differenze di espressione proteica 
tra tutti i campioni dell’esperimento. In particolare, è stata applicata un’analisi 
statistica agli spot identificati utilizzando il T-test e l’ANOVA per individuare 
quegli spot che mostravano variazioni significative dell’emissione in fluorescenza 
tra i due gruppi sperimentali. Questo tipo di analisi ha evidenziato una 
variazione dell’ espressione tra il gruppo degli ACC e quello delle surreni sane in 
60 spot, con una differenza statistica all’interno del 95esimo percentile (T-Test di 
Student; p<0,05) (Tabella 2). Abbiamo ottenuto una consistente riduzione del 
numero degli spot differenzialmente espressi rispetto al numero iniziale perché 
abbiamo scelto di applicare maggiori criteri di stringenza per minimizzare la 
variabilità intrinseca associata alle caratteristiche dei pazienti e all’eterogeneità 
dei tessuti utilizzati; sono quindi stati presi in considerazione per la successiva 
analisi solamente quegli spot che sono risultati presenti in almeno l’80% dei 20 
campioni di tessuto analizzati nell’esperimento (12 ACC e 8 surreni sane) e che 
hanno mostrato una variazione dell’espressione proteica di almeno 2 volte.  
 
Figura 2: Identificazione e confronto 
degli spot proteici relativi ad un 
campione di ACC (A) e ad un 
campione di surrene sana (B) corsi su 
uno stesso gel e  rappresentazione 
tridimensionale (C,D) degli spot 






Abbiamo a questo punto corso un gel bidimensionale preparativo (Fig.3), sul 
quale è stato separato un pool proteico formato da aliquote della stessa 
concentrazione prelevate da tutti i campioni in analisi (quantità proteica totale: 1 
mg). I 60 spot di interesse sono stati, quindi, prelevati dal gel, sottoposti a 
digestione enzimatica ed analizzati in spettrometria di massa: le proteine 
analizzate sono state infine identificate attraverso il confronto delle masse dei 
loro peptidi con quelle del database di riferimento Swiss-Prot mediante l’utilizzo 
del Software MASCOT.  
 
Tabella 2:Elenco dei 60 
spot proteici 
differenzialmente espresso 
nell’analisi in 2D-DIGE. La 
tabella mostra l’analisi 
statistica dell’espressione 
differenziale degli spot 
proteici tra ACC e NOR 
identificata mediante il  
Software Decyder. Per ogni 
spot è riportato il valore P e 
il rapporto medio (average 
ratio) dell’espressione tra i 






In seguito all’’identificazione in spettrometria di massa è stata fatta una 
selezione ulteriore delle proteine da analizzare successivamente; infatti, alcuni 
degli spot presi in esame sono stati scartati perché non presenti nel 100% dei gel 
corsi, e, in alcuni di essi, sono state ritrovate differenti isoforme della stessa 
proteina, caratterizzate da differente punto isoelettrico e peso molecolare. Nei 
casi in cui sono state identificate più proteine che potevano corrispondere ai 
frammenti analizzati, sono state scelte solamente quelle che hanno mostrato un 
numero di peptidi e una copertura della sequenza aminoacidica superiori ai 
valori di cut-off e con un pH e un peso molecolare coerenti con la posizione su 
gel (Tabella 3). La maggioranza delle proteine differenzialmente espresse sono 
risultate upregolate negli ACC rispetto alle surreni sane. 
 
Figura 3: Gel preparativo 2D dal 
quale sono stati prelevati gli spot per 
l’identificazione proteica mediante 
analisi in spettrometria di massa. In 
giallo sono evidenziati i 60spot 
differenzialmente espressi tra i 
campioni di ACC e surreni sane 
precedentemente individuati con 
l’analisi al Software Decyder. Le 
differenze nell’espressione degli spot 
sono considerate statisticamente 
significative con un valore p<0.05, 







Tabella 3: Lista delle 22 proteine differenzialmente espresse tra gli ACC e le surreni sane identificate 
mediante spettrometria di massa. La tabella mostra la lista di proteine identificate all’interno dei 27 spot 
selezionati che sono risultati significativamente up- o down-regolati negli ACC rispetto alle surreni sane, 
prodotta dal Software di analisi. Tutte le differenze sono statisticamente significative, con p<0.05. La 
presenza della stessa proteina all’interno di spot differenti è dovuta a modificazioni post-traduzionali . In 
tabella sono indicati il numero di accesso al database, % di copertura, il numero dei peptidi di copertura, il 
peptide spectrum match (PSM), il numero di aminoacidi (AA), il peso molecolare (MW), il punto 
isoelettrico calcolato (calc. pI), il numero di score e di spot. 
 
1.4. Analisi dei pattern 
Per riuscire ad attribuire anche un significato clinico al profilo di espressione 




sui 27 spot selezionati, mediante l’utilizzo della Pattern Analysis (PA). Questo 
tipo di analisi ha permesso di raggruppare i campioni analizzati in base alle 
caratteristiche di up- o down-regolazione dell’espressione delle proteine 
contenute negli spot di interesse: sono stati così ottenuti due distinti clusters, 
uno corrispondente agli ACC e l’altro alle surreni sane, ad eccezione di 2 
campioni di ACC su 12 (17%), che sono stati erroneamente classificati nel 
gruppo delle surreni sane; tutti i campioni di surrene sana invece sono stati 
correttamente classificati (Fig.4). All’interno del gruppo degli ACC, la “heat map” 
ha confermato un profilo di espressione proteica simile in due campioni di uno 
stesso paziente prelevati dalla zona centrale del tumore, mentre ha evidenziato 
due differenti profili di espressione in altri due campioni prelevati da zone 
diverse (interna ed esterna) del tumore di un altro paziente. 
 
Figura 4:Laheat-map relativa ai 27 spot selezionati ha individuato due clusters indipendenti.L’analisi 
gerarchica dei livelli di espressione degli spot in 19 campioni tissutali derivanti da 10 differenti pazienti 
(11 campioni di ACC) e 8 surreni sane (NOR). L’immagine rappresenta la clusterizzazione gerarchica dei 
campioni basata sull’analisi in 2D-DIGE dei 27 spot proteici (elencati a destra) differenzialmente espressi 
tra ACC e NOR. La heat-map mostra i livelli di espressione degli spot proteici in ciascun campione corsi su 
10 gel indipendenti. I campioni e i gel sono indicati in basso. Il dendrogramma mostra il grado di 
similitudine dei pattern di espressione proteica dei due gruppi sperimentali: più i rami sono corti, più 
risultano simili i campioni. I valori di intensità di ciascuno spot sono rappresentati da una scala cromatica 





1.5. Classificazione funzionale delle proteine identificate e 
analisi delle correlazioni biologiche 
L’ultima analisi condotta sulle proteine identificate in spettrometria di massa 
è stata la loro classificazione in base alla localizzazione subcellulare e al loro 
coinvolgimento in diversi processi biologici. La maggioranza delle 27 proteine 
differenzialmente espresse hanno mostrato una distribuzione predominante a 
livello del compartimento intracellulare, e in particolare, nel citoplasma e nei 
mitocondri (Fig.5A). La maggior parte di esse inoltre, è risultata principalmente 
associata al metabolismo intracellulare (Fig.5B). Eseguendo un’analisi ancora 
più approfondita dei processi biologici mediante l’utilizzo del Software BiNGO, è 
emerso che i campioni di ACC sono coinvolti principalmente nel metabolismo 
delle piccole molecole, degli acidi organici, dei chetoni, del glucosio, dei 
monosaccaridi, degli alcoli e dei carboidrati, nell’omeostasi redox cellulare e 
nella produzione di metaboliti ed energia (Fig.6).  
 
Figura 5: Classificazione 
funzionale delle proteine 
identificate. Componenti 
cellulari delle 22 proteine 
differenzialmente espresse 
(A) e  processi biologici (B) 
nei quali esse sono 
coinvolte, valutati con  il 
programma di ricerca 
BiNGO,  in accordo alle loro 
funzioni e alla 
localizzazione nella cellula. 
In figura è indicato il 
numero di proteine presenti 
in ciascun processo 






Figura 6: Analisi arricchita della correlazione tra iprocessi biologici generata dal software BiNGO per le 22 
proteine differenzialmente espresse.La barra colorata in basso a destra indica i livelli di significatività da 
bassi (giallo) ad alti (arancio). La dimensione di ogni nodo è proporzionale al numero delle proteine 
coinvolte nel processo biologico corrispondente. In figura sono mostrati solamente i networks 
statisticamente significativi (p<0.01). 
1.6. Validazione delle proteine differenzialmente espresse in 
Western Blot ed immunoistochimica 
Per confermare la modulazione dell’espressione delle proteine identificate 
mediante spettrometria di massa, abbiamo condotto un’analisi in Western 
Blotting dei pool dei campioni di ACC e di surreni sane utilizzate in 2D-DIGE. 30 
ug di proteine per ciascuno dei due pool sono state caricate su gel di 
poliacrilamide e separate mediante elettroforesi monodimensionale; 
successivamente, le proteine sono state trasferite da gel su membrana di PVDF, 
e le membrane incubate con gli anticorpi relativi alle proteine selezionate per la 
validazione e all’actina, utilizzata come proteina di controllo per la 
normalizzazione. La rivelazione delle bande proteiche è stata fatta in 
chemiluminescenza, e in seguito all’acquisizione, le immagini relative ai diversi 
anticorpi (Fig. 7) sono state quantizzate per valutare le differenze di espressione 
nel gruppo degli ACC rispetto al gruppo delle surreni sane (Fig. 8). La scelta delle 
proteine da validare si è basata sul ruolo che alcune di esse rivestono in alcune 
vie di segnalazione coinvolte nella tumorigenesi e nella progressione tumorale, ed 
in particolare abbiamo confermato l’espressione differenziale di ALDH6A1(fold 
increase: 7.4)(Fig. 7A), TRANSFERRIN(fold increase: 3.7)(Fig. 7B), FASCIN1(fold 
increase: 2.9)(Fig. 7C), LAMIN A/C (fold increase: 2.2)(Fig. 7D), CAP1 (fold 




rispetto alle surreni sane. Tutte queste proteine sono risultate upregolate negli 
ACC con una differenza statistica in accordo al rapporto (average ratio) osservato 
mediante analisi in 2D-DIGE. 
 
Figura 7: Analisi in Western Blot delle sei proteine differenzialmente espresse negli ACC e nelle surreni 
sane.Western Blot rappresentativo dell’espressione differenziale dell’Aldeide deidrogenasi (ALDH6A1) (A), 
della Transferrina (B), della Fascina-1 (C), della Lamina A/C (D), della Proteina associata all’Adenilil-
ciclasi (CAP-1) (E) e della Ferredossina Reduttasi (FNR) (F) tra gli stessi pool dei campioni di ACC e surreni 
sane (NOR) utilizzati in 2D-DIGE. Per ciascuna delle sei proteine è rappresentata l’espressione dell’actina 
come controllo di caricamento. 
 
Figura 8: Quantizzazione delle bande relative all’espressione delle sei proteine differenzialmente espresse 
negli ACC rispetto alle surreni sane. Il grafico mostra la media+SE dei relativi livelli di espressione per le 
proteine identificate in rapporto all’actina, utilizzata come controllo interno del caricamento, determinata 
attraverso un’analisi densitometrica; per ogni proteina sono stati corsi almeno n=3 gel indipendenti. 




In ultima analisi, abbiamo confermato i risultati precedenti mediante l’utilizzo 
dell’immunoistochimica. 
 
Figura 9: Rivelazione in immunoistochimica delle sei proteine differenzialmente espresse negli ACC e nelle 
surreni sane. Immagini rappresentative dell’immunoistochimica condotta su campioni tumorali (n=4) e 
tessuti surrenalici sani (n=3) rivelano una marcata positività per l’ALDH6A1 (A), Transferrina (B), Fascina-
1 (C), CAP-1 (H) e Ferredossina Reduttasi (I) nel citoplasma di tutti i tumori, comparati con l’assenza di 
positività nelle rispettive surreni sane (D-F, K-L). La positività nucleare alla Lamina A/C è diffusa in tutte le 





Questa tecnica ci ha permesso non soltanto di valutare l’espressione delle 
proteine in esame ma anche di individuarne la localizzazione a livello del tessuto 
surrenalico. L’analisi è stata condotta su sezioni rappresentative di tessuto sano 
e tumorale, incubate con gli anticorpi relativi a tutte e sei le proteine già 
utilizzate per la tecnica di Western Blotting (Fig.9).  Abbiamo osservato un 
segnale marcatamente positivo a livello del citoplasma di tutte le cellule 
tumorali, probabilmente associato ai mitocondri, per l’ALDH6A1 (Fig. 9A), 
mentre per la transferrina (Fig. 9B) e la fascina (Fig.9C) è stata rilevata una 
positività citosolica più diffusa nelle sezioni di ACC. E’ stata inoltre evidenziata 
una marcata positività a livello nucleare per la lamina A/C (Fig.9G) e a livello 
citosolico per CAP-1 (Fig.9H) e per l’adrenodossina reduttasi (Fig.9I) nei campioni 
di ACC. Al contrario, il segnale relativo a tutti e sei i markers analizzati è 
risultato completamente negativo nelle surreni sane (Figg.9D, E, F, K, L), ad 
eccezione della lamina A/C, che ha mostrato una debole positività, seppur 
minore rispetto alla sezione dell’ACC corrispondente (Fig.9J). 
2. Effetti morfofunzionali del Mitotane sui mitocondri delle 
cellule tumorali umane della corteccia surrenalica 
2.1. Il mitotane si accumula nelle H295R in maniera 
correlata alla dose somministrata 
Allo scopo di dimostrare che il mitotane viene metabolizzato non solo a livello 
epatocitario ma anche localmente nelle cellule tumorali surrenali, e che si 
accumula nelle cellule insieme ai suoi metaboliti, abbiamo trattato la linea 
cellulare di tumore corticosurrenalico H295R per 24h con dosi crescenti di MTT 
e siamo andati a quantificare il DDD e il suo metabolita lipofilico DDE negli 
estratti cellulari mediante metodica HPLC. Il trattamento con MTT alle dosi di 
10-20-30-100 M ha determinato un accumulo crescente della molecola DDD e 






Figura 10: Le cellule H295R accumulano e metabolizzano il mitotane. Cellule H295R trattate con 
concentrazioni crescenti di MTT per 24h. Dopo essere state lavate ripetutamente, le cellule sono state lisate 
nello specifico buffer per HPLC e le concentrazioni intracellulari di DDD e DDE sono state valutate 
mediante HPLC. I dati sono espressi come valori di media+ S.E.M. Gli esperimenti sono stati ripetuti per tre 
volte in duplicato.  
 
2.2. Il mitotane riduce la vitalità e la proliferazione cellulare 
delle H295R in maniera dose- e tempo-dipendente 
Dopo aver osservato un accumulo del MTT all’interno delle H295R, per valutarne 
gli effetti abbiamo trattato le cellule con dosi crescenti del farmaco (5-10-20-30 
M) per 7 giorni e siamo andati a valutare la proliferazione cellulare mediante 
conta cellulare in camera di Burker. Abbiamo osservato una riduzione 
statisticamente significativa del numero di cellule già a partire dal primo giorno 
di trattamento alla dose di 20 M (p<0,0001 )(percentuale di inibizione: 60% ), 
con un aumento dell’effetto inibitorio col prolungarsi dei tempi e delle dosi di 
somministrazione. Dopo sette giorni di trattamento, abbiamo ottenuto 
un’inibizione della proliferazione cellulare pari al 50% con la dose di 10M, al 9% 
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Figura 11: Il MTT inibisce la 
proliferazione cellulare. 
Cellule H295R sono state fatte 
crescere in presenza o in 
assenza di concentrazioni 
crescenti di MTT (5-30 M). 
A intervalli differenti, le 
cellule sono state staccate e le 
cellule vive sono state contate 
direttamente in camera di 
Burker (A). Dopo 48h di 
trattamento con MTT (10-30 
M) è stata valutata anche 
l’incorporazione di timidina 
triziata (dopo un pulse di 2h) 
(B). I dati sono espressi come 
media dell’incremento 
percentuale +S.E.M. della 
conta cellulare verso i 
rispettivi controlli in cinque 
esperimenti condotti in 
quintuplicato. L’analisi 
statistica è stata condotta con 
l’ANOVA seguita dal test di 






Figura 12: Il MTT inibisce la vitalità cellulare. Cellule H295R sono state fatte crescere in presenza o in 
assenza di concentrazioni crescenti di MTT (5-30 M). A intervalli differenti, è stata valutata la vitalità 
cellulare mediante saggio MTS. I dati sono espressi come media dell’incremento percentuale +S.E.M. della 
vitalità cellulare verso i rispettivi controlli in cinque esperimenti condotti in quintuplicato. L’analisi 
statistica è stata condotta con l’ANOVA seguita dal test di Dunnett: **P<0.0001. 
La riduzione del numero di cellule osservata è dovuta ad un effetto inibitorio 
combinato della vitalità cellulare e della proliferazione, come valutato mediante 
saggio MTS e di incorporazione di timidina triziata.In seguito a trattamento delle 
H295R con dosi crescenti del farmaco (5-10-20-30 M) per 2 e 7 giorni siamo 
andati a valutare il potenziale metabolico di queste cellule mediante saggio MTS 
ed abbiamo osservato un’inibizione della vitalità dose- e tempo-dipendente, con 
una significatività statistica a partire dalla dose di 10M per i due giorni e già 
dalla dose più bassa a tempi prolungati (7 giorni)(Fig. 12). Dopo aver osservato 
un effetto del MTT già a partire dal secondo giorno di trattamento, abbiamo 
condotto un saggio di incorporazione della timidina triziata somministrando le 
dosi di 10-20-30 M per 48h. La timidina triziata viene incorporata durante il 
ciclo di replicazione cellulare e la radioattività emessa sarà proporzionale al 
grado di proliferazione delle cellule: abbiamo determinato la radioattività 
incorporata nel DNA delle H295R mediante conte al Beta-Counter in seguito a 
lisi cellulare. L’attività proliferativa è stata espressa come percentuale di 
incorporazione rispetto alle cellule di controllo non trattate col MTT. I risultati 
ottenuti hanno mostrato differenze statisticamente significative rispetto al 
controllo per tutte le dosi somministrate, indicando che il farmaco ha un effetto 
inibitorio sulla proliferazione cellulare in maniera dose-dipendente (Fig.11B). 
Gli esperimenti condotti mediante saggio MTS e conta cellulare ci hanno 

































ai vari tempi di trattamento e di calcolare il valore dell’IC50, che corrisponde alla 
concentrazione del farmaco a cui si osserva il 50% di inibizione della vitalità o 
della proliferazione. I valori dell’IC50 calcolati dalle curve di inibizione del 
mitotane per la vitalità a tempi diversi variano fra 10 e 20M, così come quelli 
calcolati dalle curve di inibizione per la conta cellulare (Fig.13), confermando 
una variazione dei valori dell’IC50 all’interno dello stesso range (10-20M): 
questi risultati dimostrano un valore di MTT coerente derivato da due saggi 
























Giorno 1 18.0+1.0 conta cellulare
Giorno 2 15.8+1.3 conta cellulare
20.9+3.7 MTS
Giorno 7 8.3+0.1 conta cellulare
8.9+0.3 MTS
Figura 13: Curve dell’IC50. Nel 
grafico sono rappresentate le 
curve dose-risposta della vitalità 
cellulare e della conta ottenute 
per i tempi indicati in cellule 
H295R, trattate come 
precedentemente descritto; le 
curve sono state utilizzate per 
calcolare i rispettivi IC50 indicati 
nell’inserto. Le curve della conta 
cellulare e dell’MTS non 





2.3. L’effetto del mitotane è specifico per le cellule surrenali 
Per confermare l’azione del MTT a livello delle cellule surrenali abbiamo 
incubato un’altra linea cellulare derivante da un tumore corticosurrenalico, le 
SW13, con dosi crescenti del farmaco (5-10-20-30M) per 2 e 7 giorni e siamo 
andati a valutarne la vitalità cellulare mediante saggio MTS: abbiamo osservato 
anche in questo caso, come per le H295R, un’inibizione della vitalità cellulare in 
maniera dose- e tempo-dipendente, con un effetto statisticamente significativo 
già a partire dalla dose più bassa (5 M) dopo due giorni di somministrazione del 
farmaco (Fig.14). 
 
Figura 14: L’effetto tossico del MTT è specifico per il tumore corticosurrenalico. La linea cellulare 
SW13 fatta crescere in presenza o in assenza di concentrazioni crescenti di MTT (5-30 M) per 2 e 7 
giorni. Dopo intervalli di tempo differenti, è stata valutata la vitalità cellulare mediante saggio MTS. I dati 
sono espressi come media dell’incremento percentuale +S.E.M. dell’assorbanza delle cellule trattate con 
MTT rispetto ai relativi controlli in tre diversi esperimenti condotti in triplicato. L’analisi statistica è stata 
condotta mediante l’ANOVA seguito dal test di Dunnett: **P<0.0001. 
 
A questo punto abbiamo voluto verificare se l’effetto tossico esercitato dal 
MTT fosse o meno specifico per le cellule surrenali, e siamo quindi andati a 
valutare la vitalità di fibroblasti primari trattati con dosi crescenti del farmaco 
per tempi comparabili agli esperimenti precedenti: non avendo osservato alcun 
effetto sulla vitalità di queste cellule, nemmeno alle dosi più alte (Fig.15), 


































Figura 15:L’effetto tossico del MTT è specifico per il tumore corticosurrenalico. Fibrobalsti primari fatti 
crescere in presenza o in assenza di concentrazioni crescenti di MTT (20-50 M) per 2 e 7 giorni. Dopo 
intervalli di tempo differenti, è stata valutata la vitalità cellulare mediante saggio MTS. I dati sono espressi 
come media dell’incremento percentuale +S.E.M. dell’assorbanza delle cellule trattate con MTT rispetto ai 
relativi controlli in tre diversi esperimenti condotti in triplicato. 
2.4. Il mitotane induce la morte per apoptosi nelle H295R 
Per valutare se l’ inibizione della vitalità e della proliferazione cellulare 
esercitata dal MTT fosse causata da morte cellulare per via apoptotica, siamo 
andati ad analizzare gli eventi apoptotici in citofluorimetria in seguito a 
trattamento col farmaco. Abbiamo trattato le H295R per 48h con MTT alle dosi 
di 30 e 50 M, utilizzando come controllo positivo per l’induzione dell’apoptosi 
cellule trattate per lo stesso intervallo di tempo con H2O2 alla concentrazione di 
200uM. Le cellule, trattate e non, sono state analizzate al citofluorimetro Muse, 
utilizzando due diversi kit che permettono la valutazione del fenomeno 
apoptotico nelle sue fasi precoci e tardive. Il primo kit ha previsto la marcatura 
delle cellule con Annessina V, proteina ad elevata affinità per la fosfatidilserina 
(PS), che viene esposta sulla membrana plasmatica delle cellule durante le prime 
fasi del processo apoptotico oppure durante la morte per necrosi. Il secondo kit 
si avvale della marcatura con le caspasi 3/7, che rappresentano i veri e propri 
effettori dell’apoptosi. Il trattamento con MTT per 48h alle dosi di 30 e 50 M ha 
determinato un netto incremento nella percentuale delle cellule apoptotiche, 
positive per l’annessina V, confrontate con quelle di controllo (Fig.16), in 


























della frazione viva delle cellule apoptotiche, con un’induzione del fenomeno 
apoptotico nel 31,9% delle cellule (Fig.16B ), mentre le dosi più alte del farmaco 
hanno esercitato il loro effetto principalmente sulla frazione morta delle cellule 
apoptotiche, con una percentuale di cellule in apoptosi pari al 62,2% (Fig.16C). 
 
 
Figura 16: Il mitotane induce l’apoptosi nelle cellule tumorali corticosurrenaliche. Dopo 48h di 
trattamento senza (A) o con MTT alle dosi di 30 (B) e 50 M (C), o di H2O2 alla dose di 200 M (D), 
utilizzata come controllo positivo per l’induzione dell’apoptosi, le cellule H295R è stata valutata la 
percentuale di cellule apoptotiche mediante separazione citofluorimetrica con strumento Muse; nei grafici 
sono rappresentate, per ciascun trattamento, quattro popolazioni cellulari: vive non-apoptotiche (lower left 
(LL): 7-AAD negative, negative per l’apoptosi); morte non-apoptotiche (upper left (UL): 7-AAD positive, 
negative per l’apoptosi); apoptotiche vive (lower right (LR): 7-AAD negative, positive per l’apoptosi); 
apoptotiche morte (upper right (UR): 7-AAD positive, positive per l’apoptosi). La positività per l’annessina 
V (A, B, C, D ed E) ha contribuito ad identificare la fase precoce dell’apoptosi (frazione di cellule vive 
apoptotiche, LR). I plots mostrati sono rappresentativi di quattro esperimenti indipendenti. In figura E è 
riportata la distribuzione delle medie +S.E.M. della percentuale di cellule nelle quattro popolazioni. 
L’analisi statistica è stata condotta con il T-test applicato ai dati indipendenti per i quattro esperimenti; 
*P<0.05, **P<0.01 e #P<0.001 verso i rispettivi controlli. 
 
Mediante l’utilizzo di questo primo kit abbiamo quindi osservato un aumento 
medio +S.E.M. nella percentuale apoptotica totale in risposta al trattamento con 
MTT e con H2O2, utilizzata come controllo positivo (Fig.16E). Successivamente, 
siamo andati a valutare l’attività di un altro marker, la caspasi 3/7, che ci ha 
permesso di confermare i risultati ottenuti in precedenza (Fig.17). Questi 
esperimenti hanno quindi evidenziato come l’azione tossica del MTT si esplichi 






Figura 17: Il mitotane induce l’apoptosi nelle cellule tumorali corticosurrenaliche. Dopo 48h di 
trattamento senza (F) o con MTT alle dosi di 30 (G) e 50 M (H), o di H2O2 alla dose di 200 M (I), 
utilizzata come controllo positivo per l’induzione dell’apoptosi, è stata valutata la percentuale di cellule 
apoptotiche mediante separazione citofluorimetrica con strumento Muse; nei grafici sono rappresentate, 
per ciascun trattamento, quattro popolazioni cellulari: vive non-apoptotiche (lower left (LL): 7-AAD 
negative, negative per l’apoptosi); morte non-apoptotiche (upper left (UL): 7-AAD positive, negative per 
l’apoptosi); apoptotiche vive (lower right (LR): 7-AAD negative, positive per l’apoptosi); apoptotiche morte 
(upper right (UR): 7-AAD positive, positive per l’apoptosi). La positività per l’attività della caspasi 3/7 (F, G, 
H, I ed J) ha contribuito ad identificare la fase tardiva dell’apoptosi (frazione di cellule vive apoptotiche, 
LR). I plots mostrati sono rappresentativi di quattro esperimenti indipendenti. In figura J è riportata la 
distribuzione delle medie +S.E.M. della percentuale di cellule nelle quattro popolazioni. L’analisi statistica è 
stata condotta con il T-test applicato ai dati indipendenti per i quattro esperimenti; *P<0.05, **P<0.01 e 
#P<0.001 verso i rispettivi controlli. 





Figura 18: Il mitotane 
induce l’apoptosi 
nelle cellule tumorali 
corticosurrenaliche I 
grafici derivanti da 
separazione 
citofluorimetrica 




per la rivelazione 
dell’Annessina V (G, 
H, I) e per l’attività 
della caspasi 3/7 (J, 
K, L), in seguito a 
trattamento con MTT 
alle dosi di 30 e 50 




2.5. Il mitotane induce un’ alterazione morfologica a livello 
dei mitocondri nelle H295R in maniera dose- e tempo-
dipendente 
Dopo aver osservato gli effetti del mitotane a livello cellulare, siamo andati a 
studiare il coinvolgimento delle strutture intracellulari in seguito a trattamento 
con dosi crescenti del farmaco (10-30-50 M) per 24h, mediante l’utilizzo della 
microscopia elettronica. Le prime immagini, ottenute con l’utilizzo di un 
ingrandimento 10000X, mostrano scatti rappresentativi di una cellula per 
campo nei quali si apprezza una progressiva alterazione a livello morfologico 
all’aumentare della dose di mitotane somministrata (Figg. 19A, B, C, D, I, J, K, 
L). Aumentando l’ingrandimento (50000X), si osserva la presenza di alterazioni 
anche a livello delle strutture intracellulari, in particolare a livello mitocondriale: 
mentre le cellule di controllo non trattate sono caratterizzate da mitocondri 
allungati, a forma di bastoncino, con numerose creste e una matrice densa 
(Figg.19E, M), le cellule trattate mostrano alterazioni dei mitocondri correlate 
alla dose di MTT; in particolare, possiamo osservare un rigonfiamento 
consistente dei mitocondri, accompagnato da una riduzione della densità della 
matrice ed una progressiva disgregazione delle creste (Figg.19F, G). Le più gravi 
alterazioni mitocondriali si manifestano con la comparsa di vacuoli contenenti 
residui di membrane elettrondensi simili a mielina (Fig.19H). Successivamente, 
siamo andati a studiare le alterazioni indotte dal mitotane alla dose di 10 M nel 
tempo, prolungando la sua somministrazione fino a 10 giorni, ed abbiamo 
osservato la comparsa di cambiamenti morfologici più pronunciati rispetto a 
quelli evidenziati in seguito al trattamento per 24h: a 48h, i cambiamenti più 
evidenti sono il rigonfiamento mitocondriale e la rottura delle creste (Figg.19J, 
N); dopo 5 giorni, la maggior parte dei mitocondri delle cellule risultano 
rigonfiati, con presenza di detriti di membrana simili a mielina, mentre alcune 
cellule sembrano necrotiche con nuclei slargati e citoplasma gravemente 
vacuolato (Figg.19K, O); dopo 10 giorni, praticamente tutte le cellule sono 
disgregate a causa dell’effetto altamente tossico del MTT, e le uniche cellule 
presenti mostrano caratteristiche intermedie tra apoptosi e necrosi, come 
condensazione della cromatina tipica dei nuclei apoptotici e rottura della 
membrana plasmatica tipica delle cellule necrotiche; i mitocondri sono 









Figura 19: Il trattamento con MTT determina un’alterazione morfologica mitocondriale nelle H295R 
in maniera dose- e tempo-dipendente. Le immagini in microscopia elettronica B, C, D, F, G e H sono 
rappresentative di cellule cresciute per 24h in presenza di concentrazioni crescenti di MTT (10-50 M). Le 
figure A ed E mostrano cellule di controllo non trattate. Le immagini sono state scattate a ingrandimenti 
differenti: 10000X (A, B, C, D) e 50000X (E, F, G, H). Le immagini in microscopia elettronica J, K, L, N, O e 
P sono rappresentative di cellule cresciute per tempi differenti in terreno di coltura a cui è stato aggiunto il 
MTT alla concentrazione di 10 M, mentre le immagini I ed M rappresentano cellule di controllo non 
trattate ma tenute in coltura per 10 giorni. Le frecce indicano le aree citoplasmatiche corrispondenti ai 
pannelli inferiori a maggiore ingrandimento (E, F, G, H, M, N, O e P). Le barre riportate in basso a destra 






Alterazioni simili a livello delle ultrastrutture, in seguito a trattamento con 
MTT a dosi e tempi crescenti, sono state osservate anche nelle SW13 (Fig.20). 
 
Figura 20: Il trattamento con MTT determina un’alterazione morfologica mitocondriale nelle cellule 
SW13 in maniera dose- e tempo-dipendente. Le figure mostrano immagini rappresentative di cellule 
cresciute in assenza o in presenza di MTT alle concentrazioni di 30 e 50 M, per 48h e 5 giorni. In A ed F 
sono mostrate le cellule di controllo non trattate dopo 5 giorni di coltura. Le frecce indicano le aree 
citoplasmatiche corrispondenti ai pannelli inferiori a maggiore ingrandimento (F, G ed H). Le barre 
riportate in basso a destra delle figure corrispondono a 1 m. 
Le immagini ottenute hanno evidenziato una progressiva alterazione della 
morfologia mitocondriale all’aumentare della dose di mitotane somministrata e 
della durata del trattamento, sia a livello delle H295R che delle SW13. 
 
2.6. Il mitotane induce alterazioni quantitative 
morfometriche a livello dei mitocondri delle H295R 
Come risulta evidente dalle immagini ottenute in microscopia elettronica 
(Fig.19), il numero totale dei mitocondri diminuisce all’aumentare delle dosi di 
MTT somministrate alle cellule, e la diminuzione del numero dei mitocondri 
normali si accompagna ad un significativo aumento di quelli rigonfiati.In seguito 




morfometrica quantitativa dei mitocondri mediante l’utilizzo di una fotocamera 
digitale MegaView III; abbiamo selezionato in maniera arbitraria cinque campi 
citoplasmatici per ciascuna condizione sperimentale, per un totale di circa 20 
profili mitocondriali, ripetendo gli esperimenti almeno tre volte. Dalle analisi 
effettuate abbiamo osservato che il trattamento con MTT determina una 
riduzione del numero totale dei mitocondri all’aumentare della dose 
somministrata, e in particolare, un significativo decremento nel numero dei 
mitocondri si accompagna ad un concomitante aumento del numero dei 
mitocondri rigonfiati (Fig.21). 
 
Figura 21: Il MTT induce alterazioni morfometriche nei mitocondri delle H295R. Il trattamento con MTT 
per 48h determina una significativa riduzione del numero dei mitocondri normali in concomitanza con un 
significativo aumento di quelli rigonfiati. I dati sono espressi come medie +S.E.M. dei mitocondri normali e 
rigonfiati contati in almeno cinque immagini ottenute in microscopia elettronica a ingrandimento 10000X 
per ogni campione. L’analisi statistica è stata condotta con l’ANOVA seguita dal test di Dunnett: *P<0.05, 
#P<0.005 e ##P<0.001 verso i rispettivi controlli.  
Per chiarire la natura di queste alterazioni mitocondriali indotte dal MTT, 
abbiamo calcolato il rapporto tra l’area e la lunghezza totale delle creste interne 
alla membrana mitocondriale nei singoli mitocondri: la scelta di valutare questo 
parametro arbitrario è derivata dalla considerazione che in questo modo vengono 
presi in esame entrambi gli aspetti del danno mitocondriale, il rigonfiamento 
(determinato da un aumento dell’area mitocondriale) e la diminuzione del 
numero e dell’estensione delle creste della membrana interna (decremento nella 
lunghezza totale delle creste). Questo rapporto è risultato significativamente 
aumentato all’aumentare delle dosi di MTT (Fig. 22A) e con il prolungarsi della 






Figura 22:Il MTT induce alterazioni morfometriche nei mitocondri delle H295R.Il trattamento con MTT 
induce un’alterazione morfologica nei mitocondri, che si riflette in un aumento dell’area totale e 
dell’alterazione delle creste interne, quantificata come rapporto tra l’area mitocondriale e la lunghezza 
totale delle creste interne (unità arbitraria). Nei grafici sono riportati i rapporti medi +S.D., che aumentano 
in maniera dose-dipendente (trattamento di 48h, A) e tempo-dipendente (B). L’analisi statistica è stata 
condotta con l’ANOVA seguita dal test di Dunnett: **P<0.01, #P<0.005 e ##P<0.001 verso i rispettivi 
controlli. 
Analoghi risultati sono stati ottenuti anche per le cellule SW13 (non 
mostrati). 
2.7. Il trattamento con mitotane determina una 
perturbazione del potenziale di membrana mitocondriale 
nelle H295R 
Dal momento che la riduzione nell’estensione delle creste interne potrebbe 
ripercuotersi sulla funzionalità mitocondriale, siamo andati a valutare se le 
lesioni strutturali dei mitocondri determinassero conseguenti alterazioni a livello 
della loro funzionalità. Abbiamo valutato il potenziale di membrana 
mitocondriale (ψm) in cellule vive in adesione su vetrino mediante l’utilizzo del 
fluorocromo cationico e lipofilico JC-1, dopo averle trattate con dosi crescenti di 
MTT o con valinomicina (VAL), utilizzata come controllo positivo, per 48h. Il JC-1 
(5,5’,6,6’-tetrachloro-1,1’,3,3’-tetraethylbenzimidazole carbocyanine iodide) è un 
colorante che si accumula nei mitocondri delle cellule sotto forma di aggregati 
che emettono una fluorescenza diversa in base al potenziale di membrana; in 
particolare, si ottiene un’emissione in rosso in seguito all’accumulo di colorante 
nei mitocondri attivi dovuto ad un elevato potenziale transmembrana negativo 
oppure un’emissione diffusa di fluorescenza in verde in presenza di potenziale di 
membrana ridotto determinato dalla presenza di mitocondri alterati. L’analisi al 











































microscopio in epifluorescenza ci ha permesso di apprezzare uno shift della 
molecola di colorante dalla fluorescenza in rosso a quella in verde nelle cellule 
trattate con MTT alle dosi di 10 e 30 M per 48h (Fig.23C, D rispettivamente); 
questo cambiamento è risultato maggiore rispetto a quello osservato nelle cellule 
non trattate (Fig.23A) e anche più pronunciato rispetto a quello del controllo 
positivo rappresentato dalle cellule trattate con valinomicina alla dose di 1 M 
per 48h (Fig.23B). 
 
 
Successivamente abbiamo condotto un’analisi quantitativa dell’emissione in 
fluorescenza, andando a misurare la densità ottica (OD) alle due diverse 
lunghezze d’onda (530 e 590 nm per l’emissione in verde e in rosso 
rispettivamente) mediante valutazione allo spettrofotometro di almeno sei 
replicati per ciascun campione in tre diversi esperimenti. In seguito a 
trattamento con MTT si assiste ad una significativa riduzione della fluorescenza 
Figura 23: Il trattamento con MTT 
determina una riduzione del 
potenziale di membrana 
mitocondriale (ψm) nelle H295R. 
Le immagini sono state acquisite al 
microscopio in epifluorescenza e 
mostrano cellule non trattate (A) o 
trattate con MTT 10 M (C), 30 M 
(D), o VAL 1 M (B) in un 
esperimento rappresentativo. Le 
immagini sovrapposte sono state 
ottenute con eccitazione/emissione 
di 490/530 nm per la fluorescenza 
in verde e 525/590 nm per la 
fluorescenza in rosso. Nel grafico E è 
riportata la valutazione quantitativa 
dell’emissione in fluorescenza rossa 
e verde. I dati sono espressi come 
media della densità ottica (OD) 
+S.E.M. a due di emissione (530 
per il verde e 590 per il rosso) 
valutata spettrofluorimetricamente 
in almeno sei replicati per ogni 
campione in tre diversi esperimenti. 
Lanalisi statistica è stata condotta 
con l’ANOVA seguito dal test di 
Dunnett: *P<0.005 e **P<0.001 
verso i rispettivi controlli in rosso e 





in rosso in concomitanza con un aumento dell’emissione in verde (Fig.23E), che 
diventa significativo per la dose maggiore di MTT (30 M): questi risultati 
indicano che il MTT determina una riduzione del potenziale di membrana 
mitocondriale nelle cellule H295R.  
2.8. Il trattamento con mitotane determina una diminuzione 
del consumo di ossigeno nei mitocondri isolati dalle cellule 
H295R 
Il passo successivo è stato quello di andare a valutare se la perturbazione del 
potenziale mitocondriale avesse degli effetti anche a livello della respirazione. 
Abbiamo quindi valutato la respirazione di mitocondri vivi isolati da cellule 
H295R trattate o meno con concentrazioni crescenti di MTT (10-30-50 M) per 
48h, andando a misurare il consumo di ossigeno in seguito all’aggiunta di 
succinato 5 mM quale substrato respiratorio. La respirazione è stata valutata 
per 5 minuti a temperatura controllata di 37°C mediante l’utilizzo dell’ossigrafo. 
Nei mitocondri di controllo, il consumo endogeno di ossigeno, pari a 22+8 nmol 
di ossigeno/ml, è aumentato a 29+8 nmol in seguito a stimolazione con 
succinato (Fig. 24A).Come rappresentato dal grafico a barre (Fig. 24B), il 
trattamento con MTT determina una riduzione statisticamente significativa del 
consumo di ossigeno a livello mitocondriale in maniera dose dipendente; alla 






2.9. Il mitotane svolge la sua azione sugli enzimi della catena 
respiratoria,su proteine strutturali di membrana dei 
mitocondri e sull’attività delle caspasi nelle H295R 
Dal momento che il ridotto consumo di ossigeno osservato in risposta al 
trattamento con MTT potrebbe essere causato da un danno diffuso 
dell’organizzazione delle membrane mitocondriali e/o da un’interferenza 
specifica con gli enzimi della catena respiratoria, abbiamo valutato gli effetti del 
farmaco sull’espressione di un canale strutturale della membrana esterna dei 
mitocondri, il canale anionico voltaggio-dipendente, VDAC, e di uno degli enzimi 
della catena respiratoria presenti sulla membrana mitocondriale interna, SDH. 
Abbiamo condotto un’analisi in Western Blotting, caricando su gel i lisati 
corrispondenti alle cellule, trattate e non, con dosi crescenti di MTT (30-50 M) 
per 48h e andando a valutare l’espressione delle proteine SDHB,VDAC e caspasi 
3 clivata, dopo aver normalizzato sui rispettivi livelli di espressione della proteina 
di controllo actina, espressa costitutivamente. 
Figura 24: Il MTT induce una 
riduzione del consumo di 
ossigeno in mitocondri isolati 
da cellule H295R. Il grafico A 
mostra un esperimento 
rappresentativo degli effetti 
del trattamento con MTT (10-
30 e 50 M) per 48h sul 
consumo di ossigeno. Le tracce 
rappresentano il consumo di 
ossigeno durante 5 minuti di 
respirazione in mitocondri vivi 
(1mg proteine/ml) isolati da 
campioni differenti. La freccia 
indica il momento temporale 
in cui i mitocondri sono stati 
stimolati con succinato 5 mM. 
La respirazione è stata seguita 
per 5 min a 37°C. In figura B è 
riportato il consumo di 
ossigeno espresso come media 
del fold increase+S.E.M. verso 
i rispettivi controlli (cellule 
non trattate) in quattro 
esperimenti differenti. L’analisi 
statistica è stata condotta con 
l’ANOVA seguita dal test di 
Dunnett: *P<0.05 e **P<0.001 





Figura 25: Effetto del MTT sugli enzimi della catena respiratoria, su proteine strutturali delle membrane 
mitocondriali e sull’attività della caspasi nelle cellule H295R. Western Blotrappresentativi dell’espressione 
delle proteine SDHB (A), VDAC (B) e caspasi 3 clivata (C),con le relative actine, in cellule H295R trattate o 
meno con MTT alle dosi di 30 e 50 M per 48h. 
 
Da questa analisi è emerso che in seguito a trattamento con MTT i livelli di 
espressione di SDHB rimangono stabili, come risulta evidente dallo sviluppo 
delle membrane e dalla successiva analisi densitometrica quantitativa (Fig.25A), 
mentre i livelli di espressione di VDAC sono significativamente diminuiti, in 
maniera dose-dipendente (Fig. 25B). I livelli di espressione della caspasi 3 clivata 
risultano aumentati (Fig.25C), e l’aumento diventa statisticamente significativo 
alla dose più alta del farmaco (Fig. 26), in accordo con i risultati ottenuti in 










Figura 26: Effetto del MTT sugli enzimi della catena respiratoria, su proteine strutturali delle membrane 
mitocondriali e sull’attività della caspasi nelle cellule H295R. Analisi densitometrica 
quantitativadell’espressione dell’SDHB, di VDAC e della caspasi 3 normalizzate ognuno sulla propria 
actina, come rilevato dall’analisi in Western Blot in almeno tre esperimenti indipendenti. L’analisi statistica 







Il carcinoma corticosurrenalico (ACC) è una patologia rara caratterizzata da 
elevata aggressività e da prognosi infausta. Non esistono infatti, ad oggi, opzioni 
terapeutiche soddisfacenti per il trattamento dei pazienti con tumore allo stadio 
avanzato a causa della scarsa comprensione delle alterazioni molecolari alla base 
della tumorigenesi dell’ACC. Negli ultimi anni sono stati fatti numerosi progressi 
nello studio dei meccanismi di insorgenza e progressione tumorale e nell’ 
individuazione di markers prognostici e predittivi, grazie anche allo sviluppo di 
nuove tecniche di analisi molecolare e all’organizzazione di consorzi 
internazionali che hanno permesso di accumulare un più elevato numero di 
campioni e di dati clinici di alta qualità. Grazie agli studi dei profili di 
espressione genica (analisi di trascrittomica) (Giordano TJ et al, 2003 and 2009; 
Ragazzon B et al, 2010 and 2011; Assiè G et al, 2014), dei miRNA e dei profili di 
metilazione è stato possibile effettuare un’analisi dettagliata dei trascritti di 
mRNA e distinguere dei sottogruppi di tumori con differenti markers genetici, 
differenti pattern di attivazione di vie di segnalazione molecolari e differente 
andamento clinico. Questi studi hanno evidenziato come la classificazione 
molecolare dei tumori si stia dimostrando superiore alle comuni tecniche 
istologiche e ai metodi clinici per la predizione della prognosi, e quindi queste 
acquisizioni aprono la strada all’utilizzo di nuovi approcci target-specifici. 
Nonostante questo, in molti sistemi le alterazioni che possono verificarsi a livello 
di mRNA non necessariamente corrispondono a conseguenti variazioni dei livelli 
delle proteine codificate (Vogel C and Marcotte EM, 2012); inoltre, i meccanismi 
regolatori dei processi biologici si basano su specifiche interazioni proteina-
proteina, che dipendono dalla loro conformazione e dalle complesse 
modificazioni co- e post-traduzionali alle quali esse vanno incontro. Analisi di 
espressione proteica tuttora in uso si basano sulla valutazione in 
immunoistochimica di proteine già identificate, e, ad eccezione dell’analisi 
microarray per i tessuti (TMA), che non è stata ancora applicata allo studio degli 
ACC, lo studio di complessi proteici che potrebbero mediare la progressione 
tumorale può essere condotto solo con l’utilizzo di un approccio di tipo 
proteomico. Fino ad ora, sono stati condotti solamente due studi di proteomica 
nel tumore corticosurrenalico (Kjellin H et al., 2014; Yang MS et al., 2013), nei 
quali sono state applicate la focalizzazione isoelettrica (IEF) associata con la 
cromatografia su fase liquida (Kjellin H et al., 2014) e l’elettroforesi 





ad altri tipi di tumore, come quello al seno, al colon-retto, al polmone e alla 
prostata, ha permesso di confrontare direttamente campioni tumorali e le 
rispettive controparti sane per l’identificazione di profili di espressione proteica 
caratteristici della condizione patologica e di individuare così biomarkers per la 
diagnosi precoce del tumore; in particolare, questa metodica si è rivelata di 
grande impatto clinico quando i biomarkers identificati grazie al suo impiego 
sono risultati differenzialmente espressi anche nel circolo sanguigno (Wulfkuhle 
JD et al., 2003). Per questi motivi abbiamo deciso di utilizzare l’ approccio 
proteomico per lo studio del profilo di espressione proteica del carcinoma 
corticosurrenalico, applicando per la prima volta in questo tumore la tecnica 2D-
DIGE. Grazie a questo approccio è stato possibile confrontare direttamente 
campioni tumorali e campioni sani all’interno dello stesso gel, riducendo la 
variabilità tecnica che avrebbe potuto influenzare le differenze rilevate. Inoltre, 
l’introduzione di marcatori fluorescenti per identificare i campioni da analizzare 
ha aumentato in maniera esponenziale la sensibilità di rivelazione; infine, l’uso 
di uno standard interno costituito da una miscela di uguali quantitativi di tutti i 
campioni da analizzare ha permesso una quantificazione precisa dell’espressione 
differenziale delle proteine, indipendentemente dal numero dei gel comparati e 
dall’appaiamento arbitrario dei campioni sani e tumorali all’interno dello stesso 
gel. Nel nostro studio abbiamo confrontato il profilo proteico di campioni 
prelevati da 10 pazienti affetti da ACC con quello di pazienti sani, identificando 
22 proteine in 27 spots differenzialmente espressi tra la condizione patologica e 
quella normale: queste proteine potrebbero rappresentare dei promettenti 
candidati biomarkers coinvolti nello sviluppo e nella progressione del tumore. 
Grazie all’utilizzo di un software specifico, è stato possibile classificare i 
campioni sulla base dei loro profili di espressione, senza assunzioni a priori: 
questa classificazione si è rivelata in pieno accordo con la diagnosi di ACC 
basata sull’istopatologia (Fassnacht M and Allolio B, 2009), suggerendo che il 
profilo proteico potrebbe strettamente riflettere le caratteristiche istologiche del 
tessuto. In accordo con Kjellin e collaboratori (Kjellin H et al., 2014), che tuttavia 
hanno limitato la loro analisi alla frazione proteica arricchita in microsomi, 
l’analisi ontologica delle 22 proteine differenzialmente espresse ha evidenziato 
variazioni significative a livello di numerose proteine coinvolte nelle vie di 
segnalazione del metabolismo del glucosio nell’ACC, e questo ha indotto a 
ipotizzare che anche nei tumori corticosurrenalici si verifichi uno shift dalla 
respirazione alla glicolisi aerobica. Questo meccanismo di riprogrammazione, 
conosciuto come “effetto Warburg”, è un comune aspetto di cellule appartenenti 





efficiente per soddisfare le loro esigenze energetiche, a causa di un difetto nella 
fosforilazione ossidativa metabolica (Gatemby RA and Gillies RJ, 2007). La 
generazione di molecole di ATP attraverso il processo di glicolisi potrebbe essere 
un meccanismo utilizzato per ottenere un miglior rifornimento  dell’energia 
richiesta dalle cellule in rapida proliferazione, rendendole così capaci di generare 
gli aumentati livelli richiesti di intermedi biosintetici (Tong X et al., 2009). 
Inoltre, la conseguente produzione di acido lattico in condizioni aerobie potrebbe 
contribuire al processo oncogenico attraverso una diminuzione del pH 
extracellulare, che a sua volta potrebbe portare ad un’aumetata attività di fattori 
di proinvasività  come le metalloproteasi della matrice (Gatemby RA and Vincent 
TL, 2003). La nostra analisi proteomica ha identificato enzimi che agiscono a 
livello delle vie metaboliche di produzione dell’energia e che determinano un’ 
elevata e insolita produzione di composti promuoventi il tumore. Queste 
alterazioni a livello metabolico e mitocondriale nell’ACC offrono un’opportunità 
per terapie anti-tumorali efficaci e selettive (Pelicano H et al., 2006), che ad oggi 
sono ancora fortemente limitate per questo tipo di tumore. Per esempio, 
l’aumentato uso della via dei pentoso fosfati potrebbe essere indotta da una 
specifica isoforma tumorale della piruvato kinasi (PKM2), che converte il 
fosfoenolpiruvato a piruvato ed è risultata altamente espressa nell’ACC. Questa 
isoforma enzimatica, che varia da una forma dimerica meno attiva ad una 
tetramerica, catalizza lo step finale della glicolisi e permette l’accumulo di 
fosfometaboliti, fornendo così un’elevato apporto di prodotti alternativi al 
glucosio (Christofk HR et al., 2008). E’ stato dimostrato che la regolazione 
dell’attività della PKM2 è funzione delle differenti necessità metaboliche delle 
cellule tumorali proliferanti o non proliferanti (Israelsen WJ et al., 2013): la 
forma inattiva dell’enzima è associata alla popolazione cellulare proliferante 
all’interno di un tumore, mentre le cellule non-proliferanti richiedono la forma 
attiva: un’ attivazione della PKM2 potrebbe quindi portare ad esaurimento degli 
intermedi metabolici, determinando una diminuzione del rate proliferativo delle 
cellule tumorali. L’aldo-keto reduttasi 1, membro B1 (AKR1B1), che indirizza il 
flusso di glucosio attraverso la via dei polioli, è anch’essa altamente espressa 
nell’ACC e potrebbe svolgere un ruolo importante nello sviluppo e nella 
progressione del tumore attraverso la detossificazione carbonilica, la regolazione 
omeostatica dell’acido retinoico, e il controllo metabolico dei lipidi (El-Kabbani O 
et al., 2005). Essendo questo un enzima coinvolto nelle complicanze diabetiche, 
sono già stati sviluppati una serie di inibitori di AKR1B1 per il trattamento dei 
pazienti diabetici (Zhang L et al., 2013): i dati preclinici e clinici raccolti dai 





livello clinico anche nell’ACC. Una delle proteine più interessanti emerse 
dall’analisi DIGE è l’ALDH6A1, un membro della famiglia delle aldeidi 
deidrogenasi. Questi enzimi mostrano un’aumentata attività nelle cellule 
tumorali incentrata sulla protezione dall’apoptosi indotta dagli alti livelli di 
specie reattive dell’ossigeno (ROS) che si formano nel microambiente tumorale. 
Nonostante questo, l’isoforma specifica individuata è una semialdeide 
deidrogenasi metilmalonato mitocondriale che catalizza il catabolismo di valina e 
pirimidina con produzione di acetil-CoA, fulcro dei networks metabolici. La sua 
upregolazione è inversamente correlata con la sopravvivenza libera da malattia 
nel tumore metastatico al colon (Pentheroudakis G et al., 2014). La totale 
assenza di positività nell’espressione di questo enzima a livello della surrene 
sana e una sua elevata espressione a livello degli ACC, successivamente 
confermate dall’analisi in Western Blot e in immunoistochimica, suggeriscono 
che questa proteina potrebbe rappresentare un valido e specifico biomarker per 
una futura target-terapy dell’ ACC. Un’ulteriore correlazione tra l’omeostasi del 
glucosio, il metabolismo lipidico e l’invasività cellulare nell’ACC è rappresentata 
dall’espressione della proteina associata all’adenilil-ciclasi (CAP-1), che è 
coinvolta nell’organizzazione del citoscheletro e nell’adesione cellulare grazie al 
suo ruolo nell’attivazione delle chinasi di adesione focale (FAK) (Zhang H et al., 
2013); recentemente, è stato dimostrato anche il ruolo di recettore funzionale per 
la resistina umana, coinvolto nel processo di infiammazione nell’obesità mediato 
dalla resistina (Lee S et al., 2014). Infatti, il tessuto adisposo che riveste e infiltra 
abbondantemente la corteccia surrenalica potrebbe non essere solo uno 
spettatore passivo nell’ACC, dal momento che è stata dimostrata l’esistenza di 
una stretta correlazione tra i tumori e il loro microambiente; in particolare, i 
componenti adipocitari contribuirebbero a sostenere la progressione tumorale 
principalmente attraverso la modulazione dell’attività metabolica e il 
rifornimento di energia alle cellule tumorali (Icard P et al., 2014). Inoltre, è stato 
visto che l’obesità è strettamente implicata con il cancro, e la resistina, che è 
una specifica citochina infiammatoria prodotta dal tessuto adiposo, potrebbe 
contribuire a sostenere lo stress ossidativo che regola l’omeostasi metabolica 
tumorale (Codoner-Franch P and Alonso-Iglesias E, 2014). Nell’ACC, 
l’espressione di CAP-1 è accompagnata da una concomitante upregolazione della 
fascina-1, un’altra proteina strutturale che si lega ai filamenti di actina 
determinando la formazione di stretti fasci paralleli che vanno a costituire i 
filopodi e gli invadopodi. Nel tumore pancreatico, il microambiente tumorale 
ipossico sembra promuovere l’invasività e la metastatizzazione inducendo 





un target terapeutico per bloccare la progressione tumorale (Zhao X et al., 2014). 
A differenza di uno studio precedente in cui i livelli di espressione degli enzimi 
della catena respiratoria appaiono diminuiti nel tessuto surrenalico maligno 
(Kjellin H et al., 2014), la nostra analisi in 2D-DIGE è riuscita ad individuare 
solamente una proteina downregolata nei campioni tumorali, la tiosolfato 
sulfurtransferasi (TST); in precedenza, una bassa attività di questo enzima era 
già stata descritta nel tumore al colon e associata con la progressione tumorale 
(Ramasamy S et al., 2006).Il nostro studio presenta delle limitazioni, come il 
ridotto numero di campioni tumorali, che può però essere in parte giustificato 
dalla rarità del tumore: questo numero esiguo non rende possibile nessun tipo di 
correlazione con i dati clinici dei pazienti. Inoltre, il ridotto numero di campioni 
non permette nemmeno una valutazione specifica delle proteine individuate 
come possibili biomarkers dell’ACC mediante il software dedicato EDA. Con 
l’utilizzo di questa tecnica, le proteine downregolate negli ACC rispetto alle 
surreni sane potrebbero essere sottostimate e le differenze a livello delle proteine 
individuate come differenzialmente espresse rispetto agli studi precedenti (Yang 
MS et al., 2013; Kjellin H et al., 2014) potrebbero essere dovute alle diverse 
tecniche utilizzate per la separazione proteica, così come alle differenze tra i 
campioni tumorali e i corrispondenti controlli (adenomi o surreni sane). Infine, 
non è stato possibile confrontare i campioni tumorali e quelli sani derivati dallo 
stesso paziente dal momento che normalmente il tumore invade tutta la 
corteccia surrenalica, rendendo in tal modo difficoltoso il prelievo di una 
porzione di tessuto sano; per questo motivo nel nostro studio abbiamo utilizzato 
surreni sane derivanti da donatori sani come controlli, e questo ha introdotto un 
ulteriore fattore di variabilità.In conclusione, mediante l’uso di un approccio di 
2D-DIGE, applicato per la prima volta per lo screening di espressione proteica 
nell’ACC, siamo riusciti ad identificare un profilo di overespressione proteica 
associato agli ACC. Questo profilo specifico è indicativo di una riprogrammazione 
a livello metabolico dalla respirazione aerobia alla glicolisi aerobia, chiamata 
anche “effetto Warburg”, che si verifica anche nel tumore corticosurrenalico. La 
scoperta che questi enzimi chiave giocano un ruolo importante nello sviluppo e 
nella progressione tumorale apre la strada ad un loro utilizzo come potenziali 
target per una più efficacie terapia dell’ACC (Stratakis CA, 2014). La validazione 
mediante tecniche di immunoistochimica e Western blot di 6 delle proteine 
differenzialmente espresse contribuisce a rafforzare l’ipotesi di un loro possibile 
utilizzo come potenziali biomarcatori per la diagnosi e la prognosi dell’ACC. Per 
confermare i nostri risultati sono necessari ulteriori studi che includano una 





sarà possibile correlare i risultati ottenuti con i dati clinici e attribuire un 
significato diagnostico e prognostico ai biomarkers individuati.  
Se da un lato sono ancora in gran parte sconosciuti i meccanismi molecolari 
alla base dello sviluppo e della progressione del tumore corticosurrenalico, e 
diventa quindi di fondamentale importanza l’utilizzo di differenti approcci per 
l’individuazione di nuovi possibili markers biomolecolari che permettano lo 
sviluppo di nuove terapie più efficaci, dall’altro lato è altrettanto importante uno 
studio approfondito del meccanismo di azione del mitotane, che ad oggi rimane 
l’unico farmaco efficacie utilizzato per il trattamento dei pazienti con ACC allo 
stadio avanzato. Nonostante venga utilizzato da lungo tempo, infatti, non se ne 
conoscono i target intracellulari e molecolari, e uno studio approfondito potrebbe 
essere di aiuto per la scelta di eventuali molecole da somministrare in 
combinazione conesso per ridurne le dosi e ottenere degli effetti citotossici 
maggiori. 
Il mitotane è stato usato per lungo tempo come agente chemioterapico di 
prima linea per il trattamento di pazienti affetti da ACC (Metz SA, 1973). Benchè 
ci siano evidenze sulla capacità di questo farmaco di ridurre l’eccesso di steroidi 
nelle forme secernenti di ACC e nella sindrome di Cushing, il suo meccanismo di 
azione e il potenziale effetto tossico nelle cellule tumorali umane rimane ancora 
da studiare. Nella seconda parte del nostro lavoro abbiamo indagato l’effetto del 
mitotane sulla linea cellulare H295R, utilizzata come modello di ACC umano, 
dimostrando che questo farmaco non solo viene attivamente metabolizzato dalle 
cellule tumorali, ma si accumula anche al loro interno insieme al suo 
metabolita, DDE. A livello surrenalico, a differenza del fegato dove il MTT viene 
biotrasformato principalmente ad opera degli enzimi p450 microsomiali (Martz F 
and Straw JA, 1980), i mitocondri sono gli organelli maggiormente coinvolti nella 
metabolizzazione del farmaco (Martz F and Straw JA, 1977,1980). Esperimenti in 
vitro nelle linee cellulari e ex vivo su fettine surrenali (Cai W et al., 1995b; Lund 
BO and Lund J, 1995; Lindhe O et al., 2002) hanno dimostrato che l’enzima 
CYP11B1, oltre al ruolo nella produzione di cortisolo, attiva il MTT e i suoi 
metaboliti attraverso uno step iniziale di idrossilazione: l’espressione selettiva di 
questo enzima a livello delle zone fascicolata e reticolare della corteccia fornisce 
una specificità tissutale per l’attivazione del MTT. Un’inibizione selettiva 
dell’enzima riduce il legame irreversibile del MTT e dei suoi metaboliti alla 
componente proteica delle cellule e del tessuto surrenalici (Cai W et al., 1995b; 
Lund BO and Lund J, 1995; Lindhe O et al., 2002). Tuttavia, deve ancora essere 





notare che esiste una stretta correlazione tra la variabilità nell’attività del MTT in 
specie differenti e il corrispondente grado di trasformazione metabolica; in 
particolare, le cortecce surrenaliche bovine e canine sembrano essere le più 
sensibili al metabolismo e agli effetti del MTT se confrontate al tessuto umano 
normale e tumorale (Cai W et al., 1995a, b). Questa relazione potrebbe spiegare 
la variabilità nella risposta al MTT osservata in pazienti con tumore surrenale e 
dipendente dalla capacità della cellula tumorale di metabolizzare e 
conseguentemente di attivare il farmaco (Schteingart DE, 2007). La maggior 
parte dei dati presenti in letteratura sugli effetti del MTT sulla corteccia 
surrenalica riportano un effetto inibitorio di questo composto sulla 
steroidogenesi; in particolare, il MTT svolge un effetto inibitorio a livello degli 
enzimi mitocondriali delle vie di segnalazione steroidogenetiche (StAR, CYP11A1 
e CYP11B1), ma non di quelli microsomiali, nelle cellule H295 e H295R 
(Stigliano A et al., 2008; Asp V et al., 2010; Lin CW et al, 2012). Varianti 
differenti di cellule H295 hanno mostrato differenti gradi di inibizione della 
secrezione steroidea, correlata ai loro profili steroidogenici (Samandari E et al., 
2007). In contrasto con l’effetto inibitorio sulla secrezione steroidea, gli effetti 
citotossici del MTT responsabili della necrosi surrenale non sono ancora stati 
chiariti. I nostri dati hanno dimostrato che, all’aumentare della concentrazione 
del MTT, all’interno del range della finestra terapeutica (14-20 mg/L, 
corrispondenti a 43,7-62,5 M), aumenta la tossicità cellulare nelle H295R, che 
si esplica con un danneggiamento dell’integrità e delle funzioni mitocondriali. 
Studi condotti in passato avevano analizzato le alterazioni mitocondriali a livello 
qualitativo nelle surreni di animali trattati con MTT (Kaminsky N et al., 1962; 
Moore RN et al., 1980; Kruger R et al., 1984) e in una linea cellulare di ACC 
umano estrogeno-secernente; tuttavia questi effetti erano stati osservati 
solamente a dosi elevate (168 M), mentre alla dose di 80 M il MTT non 
sembrava avere effetti sulle strutture mitocondriali o sulla secrezione steroidea 
(Fang VS, 1979). E’ stato ipotizzato che bassi livelli intracellulari di MTT o la 
durata limitata dei trattamenti interferissero principalmente con l’attività 
enzimatica steroidogenica mitocondriale, con lievi effetti sulla vitalità cellulare 
(Stigliano A et al., 2008; Lin CW et al., 2012). Al contrario, come abbiamo 
dimostrato in questo lavoro, alte dosi di MTT o trattamenti di lunga durata 
hanno un effetto tossico a livello mitocondriale che determina la morte cellulare, 
oltre a causare una riduzione della secrezione degli ormoni steroidei (Fang VS, 
1979). I nostri dati hanno mostrato che i livelli di MTT all’interno della finestra 
terapeutica (30-50 M) hanno un effetto citotossico associato ad un’inibizione 





morfologia dei mitocondri nelle H295R, a partire da 24h di incubazione; con il 
prolungarsi dell’esposizione al farmaco fino a dieci giorni, gli effetti diventano 
evidenti anche alle dosi più basse (10 M). L’IC50 del MTT, calcolato per la 
vitalità cellulare, ha mostrato una sostanziale sovrapposizione tra gli esperimenti 
di MTS e conta cellulare (con un range tra 10 e 20 M), e questo indica che il 
MTT esercita il suo effetto citotossico sull’ACC all’interno della finestra 
terapeutica di 14-20 mg/L. La microscopia elettronica ha mostrato come dosi 
crescenti del farmaco inducano una progressiva riduzione nel numero dei 
normali mitocondri ellissoidali, con un conseguente rigonfiamento e 
arrotondamento dell’organello, accompagnato da una diminuzione della densità 
della matrice interna, dalla perdita delle creste respiratorie e dal distacco delle 
membrane mitocondriali interne ed esterne. Ad alte dosi e a tempi prolungati di 
esposizione, la maggior parte delle cellule muoiono, probabilmente a causa di un 
danno metabolico irreversibile: si manifestano infatti le caratteristiche tipiche del 
fenomeno apoptotico, come la formazione di corpi nucleari ipercromatici, in 
concomitanza con un danno a livello citoplasmatico, tipico della necrosi. Questo 
fenomeno, già conosciuto come “aponecrosi”, si verifica perchè il processo 
apoptotico che avviene inizialmente nelle cellule non è in grado di arrivare a 
termine a causa della deprivazione di energia, e la morte cellulare viene perciò 
portata a termine con il processo di necrosi (Formigli L et al., 2002). Per 
quantificare il danno subìto dal mitocondrio, abbiamo preso in considerazione 
sia il rigonfiamento che la perdita delle creste interne e abbiamo calcolato il 
rapporto tra l’area mitocondriale e la lunghezza totale delle creste nei singoli 
mitocondri delle cellule analizzate: dal momento che questo parametro è 
strettamente correlato agli aspetti morfologici più rappresentativi della 
funzionalità del mitocondrio, come il numero delle creste e la densità della 
matrice interna, ci ha permesso di ottenere informazioni più dettagliate rispetto 
ad altri criteri utilizzati in altri studi, come la percentuale della sezione 
mitocondriale visibile che mostra cisterne intatte (Cadwell K et al., 2008). Gli 
effetti del MTT sono evidenti in entrambe le linee cellulari, mentre nelle cellule 
non tumorali abbiamo notato una leggera ma non significativa inibizione della 
vitalità solamente in seguito a esposizione prolungata e ad alte dosi. Questi 
risultati suggeriscono che il MTT è un farmaco specifico per il tumore 
surrenalico, e questo potrebbe giustificare il fatto che gli effetti collaterali, 
seppur in maniera variabile, sono limitati all’assorbimento gastrico e alla 
neurotossicità. Il fenomeno apoptotico osservato in microscopia elettronica è 
stato confermato anche in citofluorimetria, e in particolare abbiamo osservato 





sulla membrana plasmatica) che tardivi (attivazione delle caspasi 3/7). I nostri 
dati sulla capacità del mitotane di indurre apoptosi nelle H295R sono stati 
confermati da uno studio parallelo (Mitotane alters mitochondrial respiratory 
chain activity by inducing cytochrome c oxidase defect in human adrenocortical 
cells (Hescot S et al., 2013). Alle alterazioni indotte dal MTT nella morfologia 
mitocondriale, corrisponde un danno funzionale, come dimostrato dalla 
progressiva depolarizzazione del potenziale di membrana, che porta ad 
un’alterazione dei meccanismi di respirazione e quindi di produzione di energia. 
Allo scopo di valutare gli effetti del MTT sulla respirazione evitando l’effetto 
tossico sull’organello, abbiamo misurato il consumo di ossigeno in mitocondri 
vivi isolati dalle cellule, e successivamente lo abbiamo normalizzato sul numero 
dei mitocondri. Nelle cellule trattate abbiamo osservato una netta riduzione del 
consumo di ossigeno nella frazione arricchita di mitocondri (circa l’80% di 
inibizione alla dose di 50 M), che sembra principalmente dovuta alla presenza 
di un danno a livello della membrana mitocondriale esterna (come dimostrato 
dalla riduzione significativa nell’espressione della proteina VDAC) piuttosto che 
ad uno specifico squilibrio dei complessi della catena respiratoria (i livelli di SDH 
osservati sono risultati stabili). In studi precedenti è stato dimostrato che il MTT 
downregola l’espressione di proteine coinvolte nel potenziale redox della cellula, 
nel traffiking del colesterolo, nella risposta allo stress e nel mantenimento 
dell’integrità mitocondriale (Stigliano A et al., 2008). La diminuzione 
nell’espressione di VDAC-1 che si verifica in seguito al trattamento con MTT non 
può rappresentare solo una conseguenza passiva dell’alterazione delle 
ultrastrutture del mitocondrio e dell’aumentata permeabilità della membrana 
esterna; piuttosto, VDAC-1, un canale anionico voltaggio-dipendente della 
membrana esterna, coinvolto nella regolazione delle funzioni metaboliche ed 
energetiche del mitocondrio, sembra svolgere un ruolo chiave nella morte 
cellulare programmata mediata dai mitocondri e nell’apoptosi, come 
recentemente descritto da Zaid e collaboratori (Zaid H et al., 2005). I tumori 
overesprimono largamente VDAC, promuovendo l’interazione esochinasica e la 
stimolazione della glicolisi nelle cellule tumorali (Mathupala SP and Pedersen PL, 
2010). La downregolazione dell’espressione di VDAC-1 inibisce la crescita 
cellulare tumorale sia in vitro che in modelli animali (Koren I et al., 2010): questa 
proteina potrebbe quindi rappresentare un nuovo potenziale target anti-tumorale 
(Mathupala SP and Pedersen PL, 2010). VDAC-1 inoltre stabilizza la proteina 
StAR sulla membrana mitocondriale esterna, rendendo possibile il trasporto di 
colesterolo verso la membrana interna, in modo che possa essere convertito a 





VDAC-1 potrebbe contribuire al blocco nella steroidogenesi osservato nelle 
cellule tumorali surrenali e nei pazienti con ACC trattati con MTT. In 
conclusione, i nostri risultati contribuiscono a comprendere meglio i meccanismi 
intracellulari dell’azione del MTT. Abbiamo infatti dimostrato che il farmaco 
agisce a livello dei mitocondri nelle cellule di ACC e quantificato il danno 
mitocondriale causato dal MTT alle dosi terapeutiche. Abbiamo inoltre 
dimostrato che l’effetto citotossico del MTT induce l’attivazione del fenomeno 
apoptotico. Rimane da chiarire se il MTT svolga un simile effetto anche a livello 
della corrispondente corteccia surrenalica sana nei pazienti trattati. 
In conclusione, mediante la tecnica 2D-DIGE abbiamo individuato la 
presenza di un pattern proteico overespresso, specifico dell’ACC, e, all’interno di 
esso, abbiamo osservato il coinvolgimento di numerosi enzimi mitocondriali, che 
potrebbero rappresentare dei validi biomarcatori per la diagnosi dell’ACC. Con i 
dati di questo lavoro di tesi abbiamo quindi evidenziato che il mitocondrio 
rappresenta uno dei candidati più promettenti per lo sviluppo di nuove terapie 
target-specifiche, dal momento che anche il mitotane ha dimostrato di svolgere il 
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